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1. Einleitung
Das menschliche Immunsystem lässt sich unterscheiden in eine humorale und zelluläre
Abwehr. T-Zellen gehören zur zellulären Abwehr und stellen einen wichtigen Bestandteil der
adaptiven Immunantwort gegenüber Pathogenen dar. Außerdem hat sich gezeigt, dass diese
Zellen eine besondere Rolle in der Bekämpfung von Krebserkrankungen spielen; die T-Zellen
eines Patienten und insbesondere die eines gesunden fremden Spenders sind in der Lage,
Leukämie- und Tumorzellen zu erkennen und zu zerstören. Vor diesem Hintergrund wurde
die adaptive Immuntherapie entwickelt, bei der dem Patienten nach Knochenmark- oder
Stammzelltransplantation zusätzlich Donor-Lymphozyten – hauptsächlich bestehend aus
T-Zellen – verabreicht werden, um das Wiederauftreten von malignen Zellen frühzeitig zu
verhindern. Dieser Einsatz von T-Zellen zur Bekämpfung von Krebs erfolgt bisher zumeist
unselektiv, nach entsprechender Vorbereitung können T-Zellen aber auch selektiv gegen
bestimmte Antigene eingesetzt werden. Der unselektive Einsatz hat den Vorteil eines großen
Wirkspektrums gegenüber Pathogenen und entarteten Zellen. Doch dieser Vorteil wird durch
das Risiko einer Zerstörung gesunden Gewebes erkauft. Mit dem Ziel, dieses Risiko zu
kontrollieren, können die T-Zellen genetisch unter Verwendung von Suizidgenen verändert
werden. Suizidgen transduzierte T-Zellen stellen ein neues Therapiekonzept in der adaptiven
Immuntherapie dar und wurden bislang nur bei hämatologischen malignen Erkrankungen
angewendet. Die Anwendung kann jedoch auch auf andere Krebserkrankungen ausgeweitet
werden.
Unter dem Begriff „Krebs“ werden bösartige Neubildungen zusammengefasst. Diese
Neubildungen resultieren aus einem gestörten Gleichgewicht zwischen Zellreplikation und
programmiertem Zelltod. Um das Gleichgewicht zu stören, müssen meist Genmutationen über
mehrere Zellgenerationen kumulieren. Eine Neubildung ist nicht immer bösartig; der Grad der
Malignität richtet sich vielmehr nach folgenden Kriterien: Unkontrolliertes, ständiges
Wachstum, Infiltration in andere Gewebe bzw. deren Verdrängung und Zerstörung sowie die
Bildung von Metastasen. Ist keines dieser Kriterien erfüllt, handelt es sich um eine gutartige
Neubildung.12                                                                                                                               1 Einleitung
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1.1 Krebserkrankungen im Kindesalter
Die Häufigkeit bestimmter Krebserkrankungen unterscheidet sich zwischen den
verschiedenen Patientenkollektiven wie Erwachsenen (> 24 Jahre alt), junge Erwachsenen
(20-24 Jahre), Heranwachsenden (15-19 Jahre) und Kindern (0-14 Jahre) stark (Bleyer 2002).
Dem Deutschen Kinderkrebsregister wurden zwischen 1980 und 2003 35.367 Kinder mit der
Diagnose Krebs gemeldet. Dies ergibt eine jährliche Inzidenz von 14 Fällen pro 100.000
Kinder. Die häufigsten bösartigen Neubildungen im Kindesalter sind Leukämien, maligne
Lymphome und Tumore des Zentralnervensystems (ZNS).
Abbildung 1.1 Krebserkrankungen im Kindesalter. Relative Häufigkeit der gemeldeten Patienten (n=17.890)
nach den häufigsten Diagnosegruppen (1994-2003). Quelle: Deutsches Kinderkrebsregister Jahresbericht 2004.
ZNS=Zentrales Nervensystem, NS=Nervensystem.1 Einleitung 13
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1.1.1 Leukämien
Leukämien sind maligne Erkrankungen des Knochenmarks und stellen ca.
1/3 aller
Krebserkrankungen im Kindesalter (Lightfoot 2005). Sie lassen sich in die akute und
chronische Form unterteilen. Als Unterscheidungsmerkmal gilt, dass bei den akuten
Leukämien der Differenzierungsgrad gering und die Zellteilungsrate hoch ist. Im Gegensatz
dazu ist bei den chronischen Leukämien der Differenzierungsgrad hoch, aber die Teilungsrate
niedrig. Zur weiteren Unterscheidung zieht man die Herkunft der klonalen Entartung heran.
Daraus ergibt sich eine übergeordnete Klassifizierung in:
Akute lymphatische Leukämie ALL
myeloische Leukämie AML
Chronische  lymphatische Leukämie CLL
myleoische Leukämie CML
Im Kindes- und Jugendalter treten fast ausschließlich akute Leukämien auf, von denen die
ALL mit 80% die häufigste Form ist. Chronische Leukämien hingegen sind sehr selten.
Zusammen mit der Weiterentwicklung der diagnostischen Möglichkeiten wurden auch
weitere Klassifizierungssysteme entwickelt, die auf morphologischen, immunologischen und
zytogenetischen Kriterien beruhen (Coebergh, et al. 2006).
1.1.2 Klassische Therapieelemente
Zu den klassischen Therapieelementen zur Bekämpfung von Krebserkrankungen gehören die
Chirurgie, Chemo- und Strahlentherapie. Während die Chirurgie nur bei soliden Tumoren
angewendet werden kann, sind die Chemo- und Strahlentherapie auch zur Bekämpfung von
malignen hämatologischen Erkrankungen wie den Leukämien geeignet. Die Strahlentherapie
wird meist als Lokaltherapie eingesetzt, auch wenn sie nicht so selektiv wirkt, dass gesundes
Gewebe unverletzt bleibt. Dennoch ist die Schädigung des gesunden Gewebes geringer, da
das Tumorgewebe empfindlicher auf die Strahlen reagiert. Die höchste
Strahlenempfindlichkeit besteht während des Zellteilungszyklus in der Mitose und der frühen14                                                                                                                               1 Einleitung
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S-Phase. Die Zellen des gesunden Gewebes befinden sich jedoch meist in der G0-Phase, der
Ruhephase.
Die Chemotherapie mit Zytostatika wird meist systemisch appliziert und wirkt damit auf alle
proliferierenden Zellen im Organismus. Daraus ergibt sich auch ein Teil des Spektrums an
Nebenwirkungen: Aplasie (Knochenmark), Mukositis (Schleimhaut) und Alopezie
(Haarzellen). Alternativ können Zytostatika regional intraarteriell infundiert werden, so dass
nur das Tumorgewebe perfundiert wird. Bei Tumoren des zentralen Nervensystems spielt die
Chemotherapie eine untergeordnete Rolle, da die Blut-Hirn-Schranke wahrscheinlich
verhindert, dass ausreichende Konzentrationen erreicht werden.1 Einleitung 15
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1.2 Knochenmark- und Stammzelltransplantation
Zu den jüngeren Therapieelementen zählen die Knochenmark- und Stammzelltransplantation,
die v.a. bei Leukämien eingesetzt werden. Mit den Stammzellen sind pluripotente
Stammzellen gemeint, von denen die im Knochenmark stattfindende Hämatopoese ausgeht
(Abbildung 1.2).
Abbildung 1.2 Hämatopoese aus einer pluripotenten Stammzelle im Knochenmark. Über den Pfeilen sind
einige der an der Differenzierung mitwirkenden Wachstumsfaktoren und Zytokine dargestellt. IL = Interleukine,
SCF = stem cell factor (Stammzellfaktor), CSF = colony stimulating factor (koloniestimulierender Faktor), EPO
= Erythropoietin, TPO = Thrombopoietin. CFU (= colony forming units) stellen determinierte Stammzellen dar.16                                                                                                                               1 Einleitung
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Aus den hämatopoetischen Stammzellen entwickelt sich eine lymphatische und eine
myeloische Zellreihe. Aus der lymphatischen Stammzelle differenzieren sich über
Vorläuferzellen die B- und T-Zellen, während aus der myleoischen Zellreihe die übrigen
Blutzellen entstehen. Ein komplexes Wechselspiel von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
reguliert die Hämatopoese.
Immunologisch werden die Stammzellen über das CD34 Oberflächenantigen, einem 115 kDa
schwerem transmembranärem Glykoprotein, identifiziert. Dieses Antigen wird allgemein als
Marker für hämatopoetische Stammzellen verwendet (Watt, et al. 1987). Die Gewinnung
erfolgt zum einem aus dem Knochenmark (KM). Alternativ kann dem Spender auch der
rekombinante hämatopoetische Wachstumsfaktor G-CSF (granulocyte colony stimlalting
factor) s.c. gegeben werden (täglich über 4-5 Tage). Dadurch werden die Stammzellen
mobilisiert und ins periphere Blut ausgeschüttet. Über eine Apherese werden die peripheren
Stammzellen (peripheral blood stem cells; PBSC) gewonnen.
Das Knochenmarkaspirat wird dem Patienten in den meisten Fällen unselektiert appliziert,
während das PBSC bei vielen Indikationen über das CD34 Oberflächenmolekül
immunomagnetisch aufgereinigt wird, um unerwünschte Zellpopulationen, v.a. T-Zellen, zu
entfernen. Die Konzentration der Stammzellen und T-Zellen im Präparat hängt von der
Stammzellquelle und der Prozessierung ab (Abbildung 1.3).1 Einleitung 17
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Abbildung 1.3: Produktion der Stammzelltransplantate. Die Stammzellen (CD34
+) können aus den
unterschiedlichen Quellen gewonnen werden; CD3
+ = T-Zellen.
Es kann zwischen der auotologen und allogenen Stammzelltransplantation (SZT)
unterschieden werden. Die autologe SZT ist näher betrachtet keine Transplantation, da
Spender und Empfänger identisch sind. Sie findet vielmehr im Rahmen einer Hochdosis-
Chemotherapie als Rettung des Knochenmarks (Rescue) Anwendung. Dem Patienten werden
zunächst seine eigenen Stammzellen entnommen, dann erfolgt die Hochdosis-Chemotherapie,
die über die normal lethale Dosis hinaus intensiviert werden kann, und schließlich erfolgt die
Reinfusion der Stammzellen. Diese Behandlung wird bei Krebserkrankungen mit sehr
ungünstiger Prognose (bei Kindern z.B. beim Rezidiv eines Morbus Hodgkin oder im
Rahmen von Therapiestudien beim Neuroblastom) angewendet. Des Weiteren kann die
autologe SZT in Kombination mit einer Gentherapie zum Einsatz kommen.
Allogen bedeutet, dass die Stammzellen von einem fremden Spender kommen, d.h. Spender
und Empfänger sind nicht identisch. Im Gegensatz zu der autologen SZT handelt es sich bei
der allogenen SZT um eine Organtransplantation. Sie wird zur Therapie maligner
Erkrankungen des Knochenmarks und genetischer Defekte, die ihren Ursprung im
blutbildenen System haben wie z.B. X-SCID (X-linked severe combined immunodeficiency
syndrome), Chronische Granulomatose, Fanconi-Anämie oder Gaucher-Krankheit,18                                                                                                                               1 Einleitung
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angewendet. Darüber hinaus kann sie auch bei malignen soliden Tumoren zum Einsatz
kommen, jedoch sind solche Therapieregime erst am Anfang der Entwicklung.
1.2.1 Spenderauswahl und HLA-Kompatibilität
Bei einer allogenen SZT muss ein geeigneter Spender gesucht werden. Entscheidend ist die
Übereinstimmung der MHC-Merkmale (MHC = major histocompatibility complex). Beim
Menschen bezeichnet man diese Merkmale auch als HLA-Merkmale (human leukocyte
antigen); die Begriffe können synonym verwendet werden.
Wenn sich Spender und Empfänger in ihren HLA-Molekülen, die auf der Oberfläche
kernhaltiger Zellen exprimiert werden, unterscheiden, kommt es zu einer Immunreaktion der
T-Zellen des einen gegen diese Gewebemerkmale des anderen und umgekehrt.
Physiologisch besteht die Aufgabe der MHC-Moleküle darin, Peptidfragmente von
Pathogenen im Körper zu binden und den T-Zellen zur Erkennung zu präsentieren. Damit
wird die adaptive Immunantwort eingeleitet. Außerdem können auch körpereigene
Peptidfragmente, die als minor histocompatibility antigens (mHA) bezeichnet werden, auf den
HLA-Molekülen gebunden werden. Dadurch erfolgt eine differenzierte Unterscheidung
zwischen selbst und fremd im Körper.
Die HLA-Moleküle bestehen aus Į- und ȕ-Ketten, die polygen durch MHC-Klasse-I und
Klasse-II-Gene codiert werden, so dass jedes Individuum über mehrere Moleküle mit
verschiedenen Peptidbindungspezifitäten verfügt.
Tabelle 1.1
MHC-Klasse-I-Gene HLA-Moleküle
Klasse I A, B, C
Klasse II DP, DQ, DR
Die Gene sind zusätzlich hoch polymorph, d.h für jedes Gen gibt es mehrere Allele. Allele
sind die individuellen Genvarianten an einem Locus (Genort). In der IMG/HLA Datenbank
(www.ebi.ac.uk/imgt/hla) sind bereits mehr als 1500 von der WHO (World Health
Organisation) anerkannte HLA-Allele gelistet  (Marsh 2003). Außerdem werden alle Allele
codominant exprimiert; codominant bedeutet, dass die Proteine von beiden homologen
Chromosomen exprimiert werden.1 Einleitung 19
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Aufgrund dieses starken Polymorphismus ist es nicht leicht, einen passenden Spender zu
finden. Da aber die Gene immer von beiden Elternteilen gleich vererbt werden, ist die
Wahrscheinlichkeit, eine Übereinstimmung zu finden, bei Geschwisterkindern am größten.
Ein Viertel der Geschwister sind aufgrund der Vererbung HLA-kompatibel, wobei die
wirkliche Inzidenz durch cross-over Phänomene bei der Meiose jedoch niedriger ist. Eineiige
Zwillingsgeschwister hingegen sind vollident (syngen), während die Eltern meist haploident
sind. Außerhalb der Familie besteht die Möglichkeit, nach einem HLA-identen Fremdspender
suchen. Bei der weltweit größten Spenderdatei „Deutsche Knochenmarkspenderdatei“
(DKMS) sind 1,4 Millionen Spender registriert.
Für Kinder mit Leukämien werden nicht nur Stammzellen von HLA-identischen
Familienspendern akzeptiert, sondern auch HLA-idente Fremdspender. Bei Patienten mit
besonders schlechter Prognose sind im Einzelfall auch experimentelle Transplantationen, wie
haploidente SZT, zugelassen. Die HLA-Kompatibilität ist entscheidend hinsichtlich des
Risikos, dass das Transplantat abgestoßen wird. Deshalb ist eine haploidente Transplantation
besonders riskant. Hierbei spielen immunologische Spender-Empfänger-Reaktionen eine
besondere Rolle, die einerseits eine Bedrohung darstellen, sich aber andererseits auch positiv
nutzen lassen.
Tabelle 1.2 Die Varianten der Stammzelltransplantation.
MFD matched family donor Geschwister oder andere Verwandte HLA-ident
MUD matched unrelated donor Identer Fremdspender
MMRD mismatched related donor Nicht-identer verwandter Spender haploident
MMUD mismatched unrelated donor  Nicht-identer  Fremdspender
HLA-ident bedeutet, dass 8 von 8 untersuchten Genloci bei Spender und Empfänger identisch
sind oder höchstens ein Mismatch vorhanden ist. Bei einer Differenz von 2-3 Merkmalen
spricht man von haploident. Es werden die für die Transplantation am wichtigsten HLA-
Antigene HLA-A, -B, -C und DR untersucht. Da die Gene codominant exprimiert werden,
werden letztendlich 8 Genloci sequenziert. Um die Sicherheit des full antigen match zu
erhöhen, wird häufig noch der HLA-DQ Locus untersucht.
Zusätzlich kann außerdem ein serologischer Test auf Kompatibilität durchgeführt werden, in
dem man die Spender- und Empfängerzellen in der Zellkultur stimuliert und miteinander
mischt (mixed lymphocyte reaction; MLR).20                                                                                                                               1 Einleitung
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Die allogene SZT bietet gegenüber der konventionellen Chemotherapie zwei besondere
Vorteile. Zum einen kann die Chemotherapie intensiviert werden. Die meisten
Chemotherapeutika zeigen in ihrer zytostatischen Wirkung eine proportionale Dosis-
Wirkungs-Kurve ohne Ceiling-Effekt. Folglich werden die malignen Zellen umso besser
eliminiert, desto höher dosiert wird – die gesunden Zellen jedoch auch, so dass eine akute
Knochenmarktoxizität auftritt und meist dosislimitierend ist. Die transplantierten
Stammzellen können den Patienten aber aus der Aplasie retten.
Zum anderen zeigt die allogenen SZT einen immuntherapeutischen Effekt.
1.2.2 Immunologische Spender-Empfänger-Reaktionen
Das Transplantat kann einen therapeutischen Effekt gegen die Leukämie des Patienten zeigen.
Dieser immuntherapeutische Effekt wird GvL-Effekt (graft-versus-leukemia effect) genannt.
Hierbei spielen die T-Zellen im Transplantat eine besondere Rolle. Im dem Fall, dass nicht
alle malignen Zellen des Patienten durch die Vorbereitung auf das Transplantat zerstört
worden sind, können die restlichen Leukämiezellen durch die Spenderlymphozyten eliminiert
werden. Die T-Lymphozyten des Spenders erkennen zum einen die fremden HLA-Moleküle
und zum anderen die fremden Peptidfragmente, die auf den HLA-Molekülen gebunden sind
(mHA). In Studien wurde deutlich, dass Empfänger mit einem syngenen
Stammzelltransplantat oder einem T-Zell-depletierten Transplantat ein höheres Rezidivrisiko
haben als Patienten mit einem schlechter gematchen Spender oder einem unprozessierten
Transplantat (Gale, et al. 1994, Horowitz, et al. 1990, Marmont, et al. 1991). Offensichtlich
ist die Ungleichheit zwischen Spender und Empfänger verantwortlich für den GvL-Effekt
(Barnes und Loutit 2001).
Neben den T-Zellen tragen auch Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) zum GvL-Effekt bei,
jedoch liegen deren Wirkungsweise andere Mechanismen zu Grunde als bei T-Zellen.
Der GvL-Effekt lässt sich nicht trennen von der GVHD (graft-versus-host disease), eine
potentiell tödlich verlaufende Nebenwirkung der SZT. Diese „Transplantat-gegen-Wirt-
Krankeit“ wird ausgelöst durch alloreaktive T-Zellen im Transplantat gegen den Empfänger.
Im Bezug auf die T-Zellen liegen wahrscheinlich dieselben oder ähnliche Mechanismen zu
Grunde wie beim GvL-Effekt. Je geringer die HLA-Kompatibilität zwischen Spender und1 Einleitung 21
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Empfänger, desto größer die Gefahr, dass sich eine GVHD entwickelt. Die Donor T-
Lymphozyten werden über restliche Antigen-präsentierende-Zellen (antigen presenting cell;
APC) des Empfängers gegen dessen Proteine und Peptide stimuliert (Shlomchik, et al. 1999).
In der Folge greifen die T-Zellen auch gesundes Gewebe an. Durch die Vorbereitung auf die
Transplantation ist der Patient sehr stark chemo- und strahlengeschädigt, das Gewebe ist
durchlässig, viele Zellen gehen in Apoptose und das biochemische Gleichgewicht ist gestört.
Diese Bedingungen begünstigen eine Aktivierung der Spender-T-Zellen erheblich (Antin
2005).
Es wird zwischen der akuten und der chronischen GVHD unterschieden. Die akute Form tritt
definitionsgemäß innerhalb der ersten 100 Tage nach Transplantation auf; die chronische in
der Regel danach. Diese Einteilung lässt sich jedoch nicht strikt einhalten, so dass letztendlich
nach den Symptomen unterschieden werden sollte. Die akute GVHD wird abhängig von der
Beteiligung der Organe in vier Schweregrade (I-IV) eingeteilt.
Tabelle 1.3 Schweregrade I-IV der akuten GVHD nach
ICD-10 (T86.00)
Beteiligung der Organe (Stadium 1-4). Für die Haut werden
zur Beurteilung die Bildung/Ausbreitung von Exanthemen und
Papeln herangezogen. Zur Bewertung der Leberbeteiligung
werden die Bilirubinspiegel gemessen (Stadium 1  3 mg/dl;
Stadium 4 > 15 mg/dl). Die Beteiligung des
Verdauungstraktes bemisst sich an der Schwere der Durchfälle
und Schmerzen.
Grad Haut Leber Verdauungstrakt
I 1  oder  2  Keine  Beteiligung  Keine  Beteiligung
II 3 1 1
III 1 bis 3 2 oder 3 2 oder 3
IV 4 4 422                                                                                                                               1 Einleitung
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Die chronische GVHD wird nach der ICD-10 (International Classification of Diseases –
Version 10) nur in die begrenzte (limited) und ausgeprägte (extended) Form unterteilt. Bei der
begrenzten Form sind nur die Haut und die Leber beteiligt, während bei der ausgeprägten
Form auch andere Organe betroffen sind. Die Etablierung eines besseren Systems zur
Diagnose und Bewertung der chronischen GVHD auch unabhängig vom Zeitpunkt des
Auftretens war bereits Gegenstand der NIH (National Institutes of Health) Consensus
Konferenz Juni 2006.1 Einleitung 23
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1.2.3  Die Vorbereitung des Patienten auf die allogene
Stammzelltransplantation
Nach der Diagnose und dem Finden eines geeigneten Spenders muss der Patient auf die
allogene SZT vorbereitet werden. Diese Vorbereitung wird als Konditionierung bezeichnet
und umfasst eine fraktionierte Ganzkörperbestrahlung in Verbindung mit der Gabe von
Zytostatika in hoher Dosierung. Die Konditionierung führt zur Zerstörung des zellulären
Immunsystems sowie der Blutbildung des Empfängers und erfüllt damit einen doppelten
Zweck. Einerseits wird die maligne Grunderkrankung des Patienten so intensiv wie möglich
und über das übliche Maß hinaus behandelt. Andererseits wird das vorhandene Knochenmark,
von dem die Blutbildung ausgeht, zerstört, um Platz für das Transplantat zu schaffen.
Abbildung 1.4 Die Vorbereitung (Konditionierung) auf eine Stammzelltransplantation. Dargestellt ist ein
Beispiel für die SZT-Konditionierung bei Hoch-Risiko (HR)-Patienten nach dem ALL-BFM 2000
Studienprotokoll für Kinder  2 Jahre mit Geschwisterspendern als verwandte Spender. p.i. = per infusionem
Durch die Konditionierung rutscht der Patient in die Aplasie und als Folge ist das
Immunsystem praktisch außer Kraft gesetzt. Das ist zwar notwendig, um das Anwachsen des
Transplantats zu ermöglichen. Gleichzeitg ist der Patient aber der großen Gefahr ausgesetzt,
infektiöse Komplikationen zu erleiden. Die Abwehr fakultativ pathogener Keime kann zu
einem schwerwiegenden Problem werden, weshalb die Phase der Konditionierung von einer
hohen Rate an Morbidität und Mortalität begleitet ist.24                                                                                                                               1 Einleitung
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1.2.4  Die Phase nach der Transplantation
Auch nach Transplantation bleibt der Patient zunächst immunsupprimiert. In der Aplasie- und
Regenerationsphase bis Tag 30 nach Transplantation sind es v.a. endogene Bakterien, die
aufgrund der beschädigten Schleimhäute dem Patienten systemisch gefährlich werden.
Außerdem stellen opportunistische Keime wie Candida und Aspergillus Pilzarten eine große
Gefahr für infektiöse Komplikationen dar (Moore und Sakamoto 2005). Später ist der Patient
hauptsächlich von Aspergillus-Pilzen und Viren bedroht (Afessa und Peters 2006). Bei den
viralen Infektionen spielen persistierende Viren wie das Cytomegalovirus (CMV), Herpes-
Simplex-Virus (HSV), Epstein-Barr-Virus (EBV) und Varicellovirus eine besondere Rolle.
Diese zur Herpesfamilie gehörenden Viren können aufgrund der geschwächten Immunabwehr
leicht reaktiviert werden. Darüber hinaus werden die für gesunde Menschen kaum pathogenen
Adenoviren dem Patienten gefährlich. Die Abwehr pathogener Keime und Viren hängt sehr
wahrscheinlich auch vom Gehalt der T-Zellen im Transplantat ab (Seidel, et al. 2005, van
Tol, et al. 2005), wobei die Daten jedoch zum Teil widersprüchlich sind. Wie gut sich der
Patient vor Infektionen schützen kann, hängt außerdem von seiner Immunrekonstitution nach
Transplantation ab. Die Immunrekonstitution ist wiederum von einer Reihe verschiedener
Faktoren abhängig. Zu den bekannten Einflussgrößen gehören die Stammzellquelle, der
Gehalt an CD34
+ Stammzellen und CD3
+ T-Zellen im Transplantat (Behringer, et al. 1999,
Kook, et al. 1996), der CMV-Status des Patienten vor und nach Transplantation (Hakki, et al.
2003), der Verwandtschaftsgrad und die HLA-Kompatibilität zwischen Spender und
Empänger sowie das Alter des Patienten (Fallen, et al. 2003, Powles, et al. 1998) und das
Auftreten einer GVHD (Gratama, et al. 1984). Der Erfolg der SZT und die Genesung des
Patienten lassen sich ensprechend schwer prognostizieren. Eine wichtige Rolle scheinen
jedoch die T-Zellen einzunehmen, die wie unter Kapitel 1.2.2 schon beschrieben einerseits
das Anwachsen des Transplantats positiv beeinflussen und andererseits eine potentiell
lebensbedrohliche GVHD auslösen können. Der Gehalt der T-Zellen im Transplantat oder der
zusätzliche Einsatz von T-Zellen ist jedoch abhängig davon wie passend Spender und
Empfänger sind, denn die HLA-Kompatibiltät bestimmt wie das Transplantat prozessiert
wird. Bei HLA-identen Transplantationen (MFD und MUD) werden die CD34
+ Stammzellen
unter Anwendung einer GVHD-Prophylaxe (z.B. mit Cyclosporin A) unmanipuliert
transplantiert. Hierbei wird bewusst die Gefahr einer GVHD hingenommen, um sich des
GVL-Effektes bedienen zu können. Bei haploidenten Transplantationen werden die1 Einleitung 25
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Stammzellen über das CD34 Oberflächenmolekül angereichert. Dieses Verfahren entspricht
quasi einer T-Zelldepletion. Alternativ kann auch eine CD3/CD19 Depletion durchgeführt.
Über das CD3 Oberflächenmolekül werden die T-Zellen und über das CD19
Oberflächenmolekül werden die B-Zellen eliminiert. Ein solches Transplantat enthält keine
GVHD verursachenden T-Zellen mehr, aber gleichzeitig konnten andere Zelltypen, die einen
potentiell antileukämischen Effekt zeigen, erhalten bleiben (Lang, et al. 2005). Zu diesen
Zelltypen gehören die NK- Zellen und dendritischen Zellen, auf die im Folgenden noch
eingegangen wird.
1.3 Adaptive Immuntherapie
Bei unmanipulierten Transplanten ist die SZT aufgrund des GvL-Effektes per se schon eine
Immuntherapie. Um sich diesen immuntherapeutischen Effekt gezielter zunutze zu machen,
werden die immunologisch wirksamen Zellen auch separat - als eigene Therapie - dem
Patienten appliziert. Diese Art der Immuntherapie wird auch als adaptive Immuntherapie
bezeichnet.
1.3.1 T-Zellen (Donor-Lymphozyten-Infusion)
Viele Studien konnten zeigen, dass sich die Donor-Lymphozyten-Infusion (DLI) erfolgreich
einsetzen lässt, um ein Rezidiv zu behandeln (Marijt und Falkenburg 2001). Eine DLI kann
als eine nicht weiter behandelte Blutprobe des Stammzellspenders oder als separierte
mononukleäre Zellen (MNZ) aus einem Apheresat gewonnen zur Anwendung kommen. Der
Gehalt an T-Zellen im Vollblut liegt zwischen 55%-84% (Bisset, et al. 2004) und in MNZ
zwischen 70%-90% (eigene Daten). Aufgrund des hohen Anteils sowie der beobachteten
Nebenwirkung geht man davon aus, dass T-Zellen in einer DLI wirkbestimmend sind. Als
dosisabhängige Nebenwirkung tritt häufig die GVHD auf. Sofern die GVHD nur mild
ausgeprägt ist und nicht mit Immunsuppressiva behandelt werden muss, kann davon
ausgegangen werden, dass die DLI Wirkung zeigt und ein GvL-Effekt ausgeübt wird.
Außerdem kann das Transplantat besser anwachsen, da auch restliche Empfängerzellen
eliminiert werden.26                                                                                                                               1 Einleitung
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Jedoch zeigen sich abhängig von der Art der Erkrankung große Unterschiede bezüglich des
Ansprechens auf eine DLI Gabe. Während bis zu 80% der CML Rezidive auf eine Donor-
Lymphozyten-Infusion ansprechen (Giralt und Kolb 1996), konnten offene Rezidive der
akuten Leukämien bislang kaum therapiert werden. Patienten mit einer akuten Leukämie, bei
denen schon früh eine minimale Resterkrankung (minimal residual disease; M R D  =
Nachweis von malignen Zellen im submikroskopischen Bereich mit molekularbiologischen
Methoden) oder eine Abnahme der Spenderzellen in der Chimärismusanalyse nach
Transplantation diagnostiziert wird, sprechen wiederum gut auf eine DLI an (Bader, et al.
2004, Sanchez, et al. 2002). Die Abnahme der Spenderzellen nach Transplantation bedeutet,
dass sich die restlichen Zellen des Empfängers erholen und ein sogenannter mixed chimerism
auftritt. Für den Patienten liegt eine positive Situation vor, wenn der Chimärismus 100%
Spenderzellen aufweist oder der Anteil der Spenderzellen nach Transplantation systematisch
zunimmt. Nimmt der Anteil der Spenderzellen ab, deutet sich die Abstoßung des
Transplantats oder auch ein Rezidiv an. Deswegen kann es von großem Nutzen sein, den
Empfänger-Spender-Chimärismus engmaschig zu kontrollieren. Die Untersuchungen erfolgen
mittels short-tandem und variable-tandem-repeat A n a l y s e n  ( fingerprinting) (Bader, et al.
1998, Beck, et al. 2006, Koehl, et al. 2003).
1.3.2 Natürliche Killer-Zellen
Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) sind Teil des angeborenen Immunsystems und spielen
eine bedeutende Rolle zur Bekämpfung von Viren und malignen Erkrankungen, ohne dass sie
vorher mit einem Antigen in Kontakt gewesen sein müssen. Ihr Anteil im Blut beträgt ca.
10%. Die Zielzellen werden von den NK-Zellen mit Hilfe ihrer Rezeptoren (killer
immunoglobulin-like receptors; KIR), die in inhibitorische und aktivierende Rezeptoren
unterschieden werden können, erkannt. Die aktivierende Erkennung erfolgt über fremde
Proteine (z.B. Viren) oder körpereigene, hochregulierte Proteine (z.B. aufgrund von Zellstress
durch Infektion oder Transformation). Gleichzeitig werden immer körpereigene MHC-
Moleküle über die inhibitorischen Rezeptoren abgetastet. Sind diese Moleküle
herunterreguliert, fehlt das inhibitorische Signal und die NK-Zelle lysiert die Zielzelle. Die
NK-Zellaktivierung ist entsprechend ein Gleichgewicht zwischen aktivierenden und
inhibitorischen Signalen (Walzer, et al. 2005). Es zeigte sich bei haploidenten1 Einleitung 27
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Transplantationen, dass ein KIR mismatch in GvH-Richtung mit einer geringeren Rezidivrate
im Vergleich zu KIR kompatiblen Tranplantaten verbunden ist (Passweg, et al. 2005,
Ruggeri, et al. 2002). NK-Zellen als Immuntherapie haben den besonderen Vorteil, dass sie
keine oder nur eine geringe GVHD verursachen.
1.3.3 Dendritische Zellen
Das Interesse an Dendritischen Zellen (dendritic cell; DC) in der Immuntherapie wächst. Sie
sind sehr gute APCs und sollen helfen, andere Effektorzellen des Immunsystems zu
aktivieren. DCs patroullieren durch den Körper und nehmen jede Art von Antigenen auf, um
diese anderen Zellen über MHC-Moleküle zu präsentieren. Die Aktivierung von T-Zellen
findet insbesondere in den Lymphknoten statt, wobei zusätzlich Co-Rezeptoren eine Rolle
spielen (Shortman und Liu 2002).
Eine schlechte Antigenpräsentation könnte auch ursächlich dafür verantwortlich sein, dass die
DLI bei akuten Leukämien nur begrenzt Wirkung zeigt (Marijt und Falkenburg 2001).28                                                                                                                               1 Einleitung
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1.4 Gentherapie
Die Gentherapie basiert auf dem Prinzip, dass ein fehlendes oder nicht funktionierendes Gen
ersetzt wird. Jedoch stellte das Einbringen des Gens in die Zelle zu Beginn ein großes
Hindernis für die Anwendung dieser Therapieform dar.
1.4.1 Methoden des Gentransfers
Die genetische Information kann als nackte DNA Moleküle oder in Liposomen verpackt in
den Körper gebracht werden, wobei die Aufnahme in die Zellen gering ist. Abgesehen von
der geringen Effizienz bereitet die geringe Gewebespezifität (targeting) ein Problem.
Alternativ besteht die Möglichkeit, dem Patienten die Zielzellen zu entnehmen und in der
Zellkultur zu manipulieren. Hierbei kann die Elektroporation oder die Präzipitationsmethode
Anwendung finden. Gemeinsam ist diesen Methoden des Gentransfers, dass die genetische
Information nicht stabil, sondern nur transient in die Zelle eingebracht wird und damit bei der
Teilung verloren geht. Ein anhaltender therapeutischer Erfolg kann nicht erzielt werden.
Des Weiteren stehen virale Methoden zum Gentransfer zur Verfügung, die sich des
Infektionsmechanismuses der Viren bedienen. Der Gentransfer mittels viraler Genfähren wird
als Transduktion bezeichnet. Als Gerüst können z.B. Adeno-, Adeno-assoziierte, Herpes- und
Retroviren verwendet werden. Retroviren besitzen den Vorteil, dass die genetische
Information in das Genom integriert und damit stabil exprimiert wird. Die Retroviren können
in Į-, ȕ-, Ȗ-, į- und İ-Retroviren sowie Lenti- und Spumaretroviren unterteilt werden. Für die
Gentherapie werden hauptsächlich Ȗ-Retroviren eingesetzt. Zu den Lentiviren gehört auch das
humane Immundefizienzvirus (human immunodeficiency virus; HIV). Entsprechend
vorsichtig werden von diesem Virus abgeleitete Genfähren verwendet – bis heute nur in
einem einzigen Fall: Bei einer Gentherapie für HIV-positive Patienten (Morris 2005). Die Ȗ-
Retroviren wurden früher auch als Onkoviren bezeichnet; zu ihnen gehört auch das Moloney-
Mausleukämievirus, auf dessen Basis der Standardvektor für Gentherapien aufbaut.1 Einleitung 29
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1.4.2 Gamma-Retroviale Vektoren
Ȗ-Retroviren sind RNA-Viren, die ihre genetische Information in der Wirtszelle in cDNA
umschreiben (revers transkribieren) und in das Wirtsgenom einbauen (integrieren).
Der Infektionszyklus (Abbildung 1.5) umfasst
1. das Andocken an die Zelle und das Eindringen,
2. die Freisetzung und reverse Transkription des Genoms,
3. den Transport in den Zellkern,
4. die Integration der viralen genetischen Information in das Genom des Wirts,
5. die Transkription (und Spleißen)
6. die Translation viraler Proteine und deren Verpackung inklusive der genomischen
RNA und
7. das Knospen neuer viraler Partikel.
Abbildung 1.5 Replikationszyklus des Retrovirus30                                                                                                                               1 Einleitung
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Retroviren haben drei essentielle Gene zur Replikation:
1. gag: kodiert für gruppenspezifische Antigene (Strukturproteine für das Capsid und
die Matrix)
2. pol: kodiert für die Enzyme Reverse Transkriptase, Integrase, Polymerase und
RNaseH
3. env: kodiert für die Glykoproteine der äußeren Hülle
Abbildung 1.6 Aufbau des Retrovirus. Die Glykoproteine werden von env, Capsid- und Matrixprotein von gag
und die reverse Transkriptase sowie andere Enzyme von pol kodiert. Die Membran besteht aus der Zellmembran
des Wirts mit den eingebauten viralen Proteinen.
Zur Verwendung retroviraler Vektoren bedarf es eines Systems, in dem die Gene zur
Replikation in trans zur Verfügung gestellt werden und das therapeutische Gen als einzige
genetische Information verpackt wird.
Ein entsprechendes System (Abbildung 1.7) basiert auf einer Verpackungszelllinie, die zur
Produktion nicht-replikationskompetenter viraler Partikel verwendet wird. Die
Verpackungszellen - eine adhärente Zelllinie - werden einerseits mit gag, pol und env und
andererseits mit dem therapeutischen Gen in Form eines Plasmids (kleine zirkuläre DNA, die
extrachromosomal von Organismus zu Organismus übertragen werden kann) transfiziert.1 Einleitung 31
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Das therapeutische Gen ist von den viralen LTR (long terminal repeats) eingerahmt, die als
Promotor fungieren. Außerdem enthält der Vektor mit dem therapeutischen Gen ein
Verpackungssignal ȥ, das der Zelle die Information liefert, dass diese genetische Information
nicht gespleißt und translatiert, sondern als vollständige RNA verpackt werden soll.
Das env Gen lässt sich variieren, kann also auch von einem anderen Virus stammen als gag
und pol. Dadurch kann die Spezifität gestalterisch variiert werden. Dieses Re-Targeting
bezeichnet man auch als Pseudotypisierung.
Zur Transduktion mit Ȗ-retroviralen Vektoren müssen die Zielzellen zunächst aktiviert
werden. Die induzierte Teilung und damit das Verschwinden der Kernmembran während der
Mitose macht es überhaupt erst möglich, dass der Vektor in den Zellkern gelangt und in die
DNA integriert werden kann. Abhängig von der Art der Zielstelle werden unterschiedliche
Protokolle zur Aktivierung angewendet. Die Protokolle können Zytokine, Wachstumsfaktoren
und auch monoklonale Antikörper zur Stimulierung spezifischer Rezeptoren beinhalten.32                                                                                                                               1 Einleitung
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Abbildung 1.7 Produktion des retroviralen Virusüberstandes. A. Das retrovirale Genom als Wildtyp enthält
das Verpackungsignal ȥ und die Gene gag, pol und env. Das Verpackungsignal ist notwendig, um die genetische
Information vollständig in Form von viraler RNA in die neugebildeten Viruspartikel zu verpacken. B. Der
Vektor zur Gentherapie enthält keine viralen Gene mehr zur Replikation; diese wurden durch das therapeutische
Gen ersetzt. Das Verpackungssignal bleibt erhalten, so dass die genetische Information des therapeutischen Gens
verpackt wird. C. Die viralen Gene befinden sich auf separaten Vektoren und werden mittels Transfektion
zusammen mit dem therapeutischen Vektor in die Verpackungszelle eingebracht. Allerdings enthalten die
Vektoren mit den viralen Genen kein Verpackungssignal. Die viralen Proteine werden nur translatiert; die
genetische Information gelangt nicht in die neuen Viruspartikel. Mit den Viruspartikeln, die als Überstand von
den Verpackungszellen gesammelt werden, können Zielzellen transduziert werden. Zur Integration des
therapeutischen Gens in das Genom der Zielzelle stehen die notwendigen Enzyme schon im Viruspartikel zur
Verfügung.1 Einleitung 33
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1.4.3 Risiken des retroviralen Gentransfers
Im September 1999 verstarb ein Teilnehmer an einer klinischen Studie zur Gentherapie eines
Enzymdefektes an einer Überdosis des applizierten adenoviralen Vektors (Spink und Geddes
2004). Es kam zu einer unkontrollierten Immunreaktion auf den Vektor.
Wenig später, im Oktober und Dezember 2002, folgten die Meldungen des Necker Hospitals
in Paris. Es wurde bekannt gegeben, dass zwei Kinder im Rahmen einer klinischen Studie zur
Behandlung des genetischen Immundefekts X-SCID (X-linked severe combined
immunodefiency syndrome) an einer Leukämie erkrankt sind. Der retrovirale Vektor hatte sich
in der Nähe des Proto-Onkogens LMO2 integriert und damit eine T-Zellleukämie ausgelöst
(Hacein-Bey-Abina, et al. 2003). Später erkrankte noch ein drittes Kind (Dropulic 2005). Bei
X-SCID handelt es sich um eine Erkrankung im blutbildenden Sytem monogenetischen
Ursprungs. Aufgrund eines Defekts im Gen für die gemeinsame Ȗ-Kette mehrerer
Zytokinrezeptoren entwickeln sich keine T-Zellen, so dass die Patienten schwer
immundefizient sind. Alternativ zu einer allogenen SZT wurden den Patienten ihre eigenen
hämatopoetische Stammzellen entnommen, mit der Ȗ-Kette ex vivo transduziert und als
autologe SZT zurückgegeben.
Die Ȗ-retrovirale Transduktion hämatopoetischer Stammzellen erscheint als besonders riskant,
da viele Gene, die für Neubildung und Proliferation von Bedeutung sind, noch nicht wie in
differenzierten Zellen abgeschaltet sind. Hinzu kommt, dass sich Ȗ-retrovirale Vektoren
bevorzugt dort integrieren, wo sich Transkriptionsanfänge von Genen befinden  (Seggewiss
und Dunbar 2005).34                                                                                                                               1 Einleitung
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1.5 DLI mit Suizidgen tragenden T-Zellen
Bei einer DLI mit Suizidgen tragenden T-Zellen wird die Immuntherapie gentherapeutisch
modifiziert, um die Donor-Lymphozyten-Infusion sicherer zu gestalten. Eine DLI wird als
separate Immuntherapie nach SZT eingesetzt, um einer Abnahme der Spenderzellen
entgegenzuwirken und damit das Anwachsen des Transplantats zu unterstützen oder ein
drohendes Rezidiv abzuwenden. Außerdem können die T-Zellen in einer DLI die
Immunrekonstitution verbessern. Diese Effekte werden auch unter dem Begriff GvL-Effekt
zusammengefasst (Bondanza, et al. 2005). Gleichzeitig besteht bei der Gabe einer DLI die
Gefahr, dass die T-Zellen eine potentiell tödlich verlaufende GVHD induzieren (Tiberghien
2001).
Um dieses Dilemma zu lösen, wurde die Suizidstrategie entwickelt. Die T-Zellen des
Spenders werden ex vivo mit einem Vektor transduziert, der für ein Suizidgen und einen
Oberflächenmarker kodiert. Das Suizidgen ermöglicht eine selektive Elimination der
transduzierten Zellen durch Gabe eines entsprechenden Suizidinduktors. Der
Oberflächenmarker, der an dem Suizidgen fusioniert vorliegt, aber an der Oberfläche
exprimiert wird, erlaubt es, die transduzierten, Suizidgen tragenden Zellen
immunomagnetisch aufzureinigen. Nach der Selektion sollten möglichst > 99% Suizidgen-
positive Zellen vorliegen, die dem Patienten als DLI bei fallendem Chimärismus oder
diagnostizierter MRD appliziert werden können. Werden restliche Tumorzellen ohne GVHD
eliminiert, ist der gewünschte GvL-Effekt ohne Komplikation eingetreten. Entwickelt sich
jedoch eine GVHD, können die T-Zellen durch Gabe des Suizidinduktors in die Apoptose
gebracht werden (Abbildung 1.8).
Mehrere klinische Studien haben gezeigt, dass die Strategie praktisch anwendbar ist und eine
auftretende GVHD durch die Gabe des Suizidinduktors erfolgreich bekämpft werden kann
(Bonini, et al. 1997, Link, et al. 1998, Tiberghien, et al. 2001). Überraschend war jedoch, dass
die GVHD sehr viel seltener als üblich bzw. erst nach Applikation eskalierender T-
Zellmengen auftrat. So wurden in einer Studie 1x10
7 T-Zellen/kg Körpergewicht im Rahmen
einer haploidenten Transplantation verabreicht, ohne dass eine GVHD auftrat (Ciceri, et al.
2005).
Damit stellt sich die Frage, ob der gewünschte GvL-Effekt überhaupt eintreten kann, wenn
die Nebenwirkung von Beginn an ausbleibt. Es scheint, dass die T-Zellen durch die
Manipulation ihre immunologische Kompetenz einbüßen. Die eingeschränkte Funktionalität1 Einleitung 35
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der T-Zellen ist wahrscheinlich auf die Aktivierung zurückzuführen, die notwendig ist, um die
T-Zellen mit einem retroviralen Vektor zu transduzieren. In der ersten klinischen Studie von
Bonini et al. wurde Phythämagglutinin (PHA), ein besonders starkes und unspezifisches
Mitogen, zur Stimulierung der T-Zellen verwendet. Diese unspezifische Aktivierung wurde in
einer zweiten Studie von Tiberghien et al. durch einen monoklonalen Antikörper gegen CD3
in Kombination mit 500 U/ml IL-2 ersetzt. Diese Kombination wurde auch in den folgenden
klinischen Studien eingesetzt, wobei die Inzidenz der GVHD weiterhin niedriger als bei einer
konventionellen DLI lag.
Abbildung 1.8 Suizidstrategie36                                                                                                                               1 Einleitung
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1.5.1 Der Wirkmechanismus des Suizidgen Thymidinkinase des Herpes-
Simplex-Virus
Bei den genannten klinischen Studien wurde als Suizidgen die Thymidinkinase des Herpes-
Simplex-Virus I (HSV-TK) verwendet. Vorteil dieses am häufigsten verwendeten Suizidgens
ist, dass der Suizidinduktor, Ganciclovir, ein zugelassenes Fertigarzneimittel und somit
ausreichend erprobt ist. Ganciclovir ist ein Prodrug, das zur Therapie von Virusinfektionen
der Herpesfamilie Verwendung findet. Wie andere Wirkstoffe aus dieser Gruppe der
Virusstatika ist Ganciclovir ein Antimetabolit, der Guanidin ähnlich ist, jedoch einen falschen
Zucker trägt. Um während der Zellteilung in die DNA eingebaut zu werden, muss es als
Triphosphat vorliegen. Die humanen Kinasen zur Phosphorylierung der Basenbausteine haben
nur eine geringe Affinität zu Ganciclovir, während die HSV-TK den Antimetabolit
phosphoryliert. Liegt Ganciclovir als Monophosphat vor, phosphorylieren zelluläre humane
Kinasen das Ganciclovir-Monophosphat schnell zum Triphosphat, und es steht genügend
Energie zur Verfügung, um den falschen Basenbaustein in die DNA einzubauen. Der falsche
Zucker verhindert eine weitere Bindung für das Zucker-Phosphat-Rückrad der DNA und es
kommt zum Kettenabbruch – die Zelle leitet die Apoptose ein.
Das Medikament Ganciclovir als Suizidinduktor wurde von den Patienten in den klinischen
Studien gut vertragen. Außerdem ist der Wirkmechanismus des Medikaments für eine
Suizidstrategie gut geeignet, da sich die T-Zellen, die eine GVHD induzieren und
aufrechterhalten, in einem aktivierten Zustand befinden und proliferieren. Als Antimetabolit
wirkt Ganciclovir insbesondere auf proliferierende Zellen toxisch.2 Zielsetzung dieser Arbeit 37
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2. Zielsetzung dieser Arbeit
Im Rahmen der Suizidstrategie müssen die Spender-T-Zellen ex vivo in Kultur genommen
und mit dem Suizidgen transduziert werden. Die Transduktion bedingt, dass die T-Zellen
zunächst aktiviert werden müssen. Aktuelle Aktivierungsprotokolle scheinen jedoch einen
negativen Einfluss auf die immunologische Kompetenz der T-Zellen zu haben, denn in den
ersten klinischen Studien trat die GVHD sehr viel seltener als erwartet auf.
In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss der Aktivierung und der genetischen
Manipulation auf die primären humanen T-Zellen untersucht werden.
Die Hauptziele dieser Arbeit sind
x Protokolle zur Aktivierung humaner primärer T-Zellen unter Verwendung löslicher
und auf Beads gekoppelter Antikörper zu etablieren,
x die etablierten Protokolle miteinander zu vergleichen mit Hinblick auf
 die Expansion und Vitalität der T-Zellen,
 klonale Veränderungen verschiedener Zellsubpopulationen während der
Expansion, vor und nach der Transduktion,
 die Transduktioneffizienz in bestimmte T-Zellsubpopulationen,
 die Expansion antigenspezifischer T-Zellen CMV-positiver Spender
 und die Zytokinproduktion.
Die Nebenziele dieser Arbeit sind
x Stammzellen in stimulierten Apheresaten zu identifizieren und deren Fähigkeit zur
Expansion unter T-Zellstimulierung zu untersuchen,
x die T-Zellen im klinischen Maßstab anzureichern.38
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3. Material und Methoden
3.1 Materialien
3.1.1 Geräte
Auftaugerät plasmatherm Barkey, Leopoldshöhe
Beutelpresse FOR 4414  Baxter Fenwal, Unterschleißheim
Beutelzentrifuge: Cryofuge 8000 Heraeus, Hanau
Brutschrank, CO2-begast Heraeus, Hanau
CBA, Cytometric Bead Array-Gerät BD Biosciences, Heidelberg
¾ 2 Laser (523 nm und 635 nm)
¾ Probenverarbeitung in Mikrotiterplatten
¾ Integrierte Auswertungssoftware (BD FACSArray)
CliniMACS-Gerät Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Dampfsterilisator Varioklav H+P Labortechnik, Unterschleißheim
Durchflusszytometer FC500 Beckman Coulter, Krefeld
¾ 5-Farbdurchflusszytometer (FITC, PE, ECD, PC5 oder APC und PC7)
¾ 2 Laser (488 nm und 635 nm)
¾ Photomultiplier
¾ mit Probenkarussell
¾ Integrierte Auswertungssoftware (CXP)
Einfrieranlage Air Liquide, Düsseldorf
Hämatologisches Zählgerät Coulter A
C·T diff Beckman Coulter, Krefeld
Kühlschrank (4°C, -20°C) Bosch, Gerlingen-Schillerhöhe
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena
Multipette plus Eppendorf, Hamburg
Pipettierhilfe, elektrisch Hirschmann, Eberstadt
Rotator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Sterilbank, Hera safe Heraeus, Hanau
Steriler Tubing-Konnektor TSCD-II Terumo, Phoenix (USA)
Stickstoff-Lagerbehälter „Chronos“ Messer, Griesheim
¾ Mit der Steuereinheit ADUR®
¾ Inklusive eines Vorratstanks für flüssigen Stickstoff APOLLO®
¾ Anschluss für Alarmanlage
¾ Kontinuierliche Lagerung bei -196°C
Tiefkühltruhe (-80°C) Heraeus, Hanau
Tischzentrifuge: Multispin Eppendorf, Hamburg
Vortexer Ika, Staufen
Wasserbad Grant, Berlin
Zentrifugen: Multifufe 1 S-R, 3 S-R, 4 K Heraeus, Hanau40                                                                                                          3 Material und Methoden
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien
Auslaufpipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml) Costar, Offenburg
CliniMACS Tubing Set Milteny Biotec, Bergisch Gladbach
Drei-Wegehahn MiroMed, Tuttlingen
Drei-Wegehahnbank MiroMed, Tuttlingen
Heidelberger Verbindungen (Luer-Lock) MiroMed, Tuttlingen
Kanülen Terumo Luer BSD Hessen, Frankfurt
Kryo-Röhrchen Greiner, Nürtingen
Luer-Lock-Spritzen (3, 5, 10, 20, 50 ml) Becton Dickinson, Heidelberg
Magnete Mini/Midi MACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Magnettafel (MACS Multi Stand) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Pall-Vorfilter PALL, Darmstadt
Pipetten Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen Starlab, Ahrensburg
Polystyrol-Röhrchen, 5ml Sarstedt, Nürnbrecht
Reaktionsgefäße (1,5 und  2 ml) Falcon, München
Reaktionsgefäße (15 und 50 ml) Falcon, München
Selektionssäulen (MS
+, LS
+) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Transfer-Beutel Compoflex Fresenius, Bad Homburg
Vuelife Beutel zur Expansion Afc (CellGenix), Freiburg
Zellkulturflaschen (25, 80, 175 cm2) Nunc, Wiesbaden
Zellkulturplatten  (6-,  12-  und  24  Loch-Platten)  Falcon,  München
3.1.3 Chemiekalien, Medien und Zusätze für die Zellkultur
CliniMACS PBS/EDTA Puffer Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, München
Ficoll-Dichte-Gradientenlösung 1,077 g/ml Seromed Biochrom, Berlin
Humanes Plasma (FFP; fresh frozen plasma) BSD Hessen, Frankfurt
Interleukin 2 (IL-2) Chiron, München
Intraglobin Biotest, Dreieich
Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS) PAA, Linz (Österreich)
X-Vivo 10 ohne Gentamycin und Phenolrot Cambrex, Verviers (Belgien)
3.1.4 Antikörper und andere Materialien für die Durchflusszytometrie
Einzelne Fluoreszenzantikörper
CD4-FITC Beckman Coulter, Krefeld
CD69-PE Immunotech, Krefeld
CD45RO-PE Beckman Coulter, Krefeld
CD28-PE Immunotech, Krefeld
CD25-PE Beckman Coulter, Krefeld
CD45-FITC Beckman Coulter, Krefeld
CD3-PE (Klon UCHT-1) Beckman Coulter, Krefeld
CD3-PE (Klon SK7) BD Bioscience, Heidelberg3 Material und Methoden 41
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CD34-PC7 Beckman Coulter, Krefeld
CD3-ECD Beckman Coulter, Krefeld
CD8-PC5 Beckman Coulter, Krefeld
CD4-PC5 Beckman Coulter, Krefeld
HLA-DR-FITC Immunotech, Krefeld
CD45RA-FITC Beckman Coulter, Krefeld
CD45RO-FITC Immunotech, Krefeld
CD3-FITC Beckman Coulter, Krefeld
CD34-PE Beckman Coulter, Krefeld
CD45-PC7 Beckman Coulter, Krefeld
tetraCHROME (CYT®STAT) Beckman Coulter, Krefeld
CD45/CD4/CD8/CD3
CD45/CD56/CD19/CD3
IgG-Kontrollen
IgG1-FITC/PE/ECD Beckman Coulter, Krefeld
IgG1-PC5 Beckman Coulter, Krefeld
IgG1-PC7 Beckman Coulter, Krefeld
iTAg™ MHC Tetramer-Kit Beckman Coulter, Krefeld
CD8-FITC
CD4-PE
CD3-PC5
MHC Negativ Tetramer-PE
CMV MHC A0201-PE
DNA-Farbstoff
7AAD Immunotech, Krefeld
Zellzahlbestimmung
Flow-Count™  Fluorospheres Beckman Coulter, Krefeld
Kontrolle
ImmunoTrol Beckman Coulter, Krefeld42                                                                                                          3 Material und Methoden
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Immunomagnetische Selektion
CliniMACS CD3 Reagent Miltenyi Biotec, Begisch Gladbach
CliniMACS CD4 Reagent Miltenyi Biotec, Begisch Gladbach
CliniMACS CD8 Reagent Miltenyi Biotec, Begisch Gladbach
CD3 MicroBeads Miltenyi Biotec, Begisch Gladbach
T-Lymphozyten Aktivierung
mAb CD3 (Orthoclone OKT3
®) Janssen-Cilag, Neuss
mAb CD28 (28.2) BD Pharmingen, Heidelberg
T Cell Activation/Expansion Kit Miltenyi Biotec, Begisch Gladbach3 Material und Methoden 43
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3.2 Methoden
3.2.1 Ficoll-Trennung zur Isolierung mononukleärer Zellen
Zur Gewinnung der mononukleären Zellen (MNZ) aus Buffy-Coats sowie aus stimulierten
Apheresen wurde eine Ficoll-Separation durchgeführt. Die Buffy-Coats wurden vom
Blutspendedienst (BSD) Hessen in Frankfurt bezogen. Die stimulierten Apheresen stellten die
verbliebenen Restmengen vom Spender nach Freigabe des Stammzelltransplantats dar, die
anonymisiert verwendet wurden. Ein entsprechendes Ethikvotum lag vor.
Bei Ficoll-Trennung werden zwei flüssige Phasen (Zellsuspension und Trennmedium)
unterschiedlicher Dichte übereinandergeschichtet und die verschiedenen Zellen abhängig von
ihrer Sedimentationsrate aufgetrennt. Als Trennmedium kommt Ficoll-Paque (Biocoll
Separating Solution), ein leicht wasserlösliches Copolymer aus Saccharose und
Epichlorhydrin mit einer Dichte von 1,077 ± 0,001 g/cm
3 zur Anwendung.
In einem 50ml-Röhrchen wurden 15 ml Trennmedium vorgelegt und ca. 30 ml der
Zellsuspension mit einer Auslaufpipette vorsichtig über das Trennmedium geschichtet. Dabei
dürfen die beiden Phasen nicht vermischt werden. Der so hergestellte Ficoll-Gradient wurde
zentrifugiert (30 min, 800 g, ohne Bremse).
Nach der Zentrifugation stellen sich vier Phasen dar: als oberste Schicht eine gelbliche Phase
(Plasma mit Thrombozyten), eine schmale weißliche Bande (mononukleäre Zellen =
Monozyten und Lymphozyten), eine farblose visköse Bande (Ficoll-Trennmedium) und als
unterste Phase im Konus des Zentrifugenröhrchens eine rote Schicht (Erythrozyten und
Granulozyten).
Die weißliche Bande mit den mononukleären Zellen (MNZ), die zwischen Plasma und
Ficollmedium liegt, wurde vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und in einem 50ml-
Röhrchen gesammelt. Die mononukleären Zellen wurden mit Puffer (PBS+0,5% HSA, 2 mM
EDTA) 2x gewaschen. Hierzu wurde das 50ml-Röhrchen bis oben mit Puffer aufgefüllt und
zentrifugiert (300 g, 10 min). Der Überstand wurde verworfen, und das Zellpellet schließlich
in 1-5  ml resuspendiert.44                                                                                                          3 Material und Methoden
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3.2.2 Isolierung primärer humaner T-Zellen im Labormaßstab
Als Ausgangsmaterial zur Isolierung der T-Zellen im Labormaßstab dienten Buffy-Coats, die
vom BSD Hessen in Frankfurt bezogen wurden.
Immunomagnetische Selektion mittels MACS-Technologie
Zur Aufreinigung wurde das MACS-System von Miltenyi verwendet. Das Prinzip beruht auf
einer immunomagnetischen Markierung der Zielzellen. Hierzu werden Eisen-Dextrankolloid-
Antikörper verwendet, die an ein bestimmtes Oberflächenmolekül auf den Zielzellen binden.
Die markierten Zellen können dann über eine Säule, die sich im magnetischen Feld befindet,
getrennt werden. Zunächst wurden ficollisierte MNZ abzentrifugiert und in 80 µl Puffer
(PBS+0,5% HSA, 2 mM EDTA) pro 10
7 Zellen resuspendiert. Es folgte die Zugabe von 10 µl
Intraglobin, um unspezifische Bindungen zu blockieren. Nach einer Inkubationzeit (5 min,
4°C) wurden 20 µl CD3 MicroBeads (Eisen-Dextrankolloid-Antikörper gegen das
Oberflächenmolekül CD3) pro 10
7 Zellen zugegeben und 15 min auf einem Schüttler oder
Rotator inkubiert (15 min, 4°C). Parallel wurde eine Selektionssäule (MS
+ für < 10
7 markierte
Zellen; LS
+ für > 10
7< 10
8 markierte Zellen) mit 500 µl (MS
+) bzw.  3 ml (L S
+) Puffer
gespült. Die Zellen müssen von den überschüssigen CD3 MicroBeads durch Waschen befreit
werden. Hierzu wurde die Zellsuspension auf das 10-20fache Volumen mit Puffer aufgefüllt
und wieder abzentrifugiert (10 min, 300 g). Die Zellen wurden in 0,5 ml (MS
+) bzw. 1-10 ml
(LS
+) resuspendiert und auf die Säule aufgetragen, die an einer Magnettafel befestigt war. Die
Säule wurde mit 3x 0,5 ml (MS
+) bzw. 3x 3 ml (LS
+) gewaschen, um ungebundene Zellen zu
eluieren (Negativfraktion). Anschließend wurde die Säule aus dem Magnetfeld
herausgenommen und auf einen Auffangbehälter platziert, um die Positivfraktion mit 1 ml
(MS
+) bzw. 5 ml (LS
+) zu eluieren.3 Material und Methoden 45
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T-Zellaufreinigung mit dem „Human T cell Enrichment Cocktail“ (RosetteSep-
Prozedur)
Die RosetteSep-Prozedur basiert auf einer Depletion der unerwünschten Zellen und führt
damit zur Anreicherung der gewünschten Zellen. Ein bispezifischer Antikörpercocktail führt
zur Bildung eines Tetramer-Immunkomplexes bestehend aus den hämatopoetischen Zellen,
die unerwünscht sind (CD16, CD19, CD36, CD56), und Erythrozyten. Dieser Komplex kann
anschließend über eine Ficoll-Trennung abgetrennt werden. Es wurde das „Human T cell
Enrichment Cocktail“-Kit der Firma StemCell Technologies verwendet und laut Anweisung
des Herstellers verfahren. Frisches Vollblut wurde mit 50 µl/ml Antikörper-Cocktail inkubiert
(20 min bei RT). Anschließend wurde mit dem gleichen Volumen Puffer (PBS+0,5% HSA, 2
mM EDTA) verdünnt und eine Ficoll-Trennung durchgeführt (s.o.).
Die RosetteSep-Prozedur bietet den Vorteil, dass die T-Zellen untouched bleiben, d.h. es
findet keine Markierung mit einem Antikörper statt. Da die aufgereinigten T-Zellen
schließlich über CD3 stimuliert werden sollen, ist es besser, wenn das CD3 Antigen sterisch
ungehindert bleibt. Ein weiterer Vorteil ist, dass die RosetteSep-Prozedur weniger Zeit in
Anspruch nimmt. Der MACS-Selektion muß eine Ficoll-Trennung vorausgehen, während die
RosetteSep-Prozedur nach kurzer Inkubation mit dem Antikörpercocktail und einer Ficoll-
Trennung schon zum Ergebnis führt.
3.2.3 Isolierung primärer humaner T-Zellen im klinischen Maßstab
Donor-Lymphozyten für die klinische Anwendung sollen aus einer unstimulierten Apherese
gewonnen werden. Zum Aufbau des Systems im klinischen Maßstab wurden Buffy-Coats
vom BSD Hessen oder die Negativfraktion nach CD34 Selektionen (Abfallbeutel bei der
Herstellung von Stammzelltransplantaten) eingesetzt. Mittels eines vollautomatischen
CliniMACS Systems können die T-Zellen unter den Bedingungen der good manufacturing
practice (GMP) über das CD3 Molekül oder alternativ über eine Doppelmarkierung mit
Antikörpern gegen CD4 und CD8 angereichert werden. Das Prinzip der Selektion ist dasselbe
wie unter „Immunomagnetische Selektion mittels MACS-Technologie“ beschrieben.
Zunächst wurde das sich in einem 500ml-Beutel befindende Apheresat zweimal gewaschen,
um die Thrombozytenzahl zu reduzieren. Der Beutel wurde auf ca. 450 ml mit CliniMACS46                                                                                                          3 Material und Methoden
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Puffer (PBS+0,5% HSA, 2 mM EDTA) aufgefüllt und zentrifugiert (Beutelzentrifuge, 1100
rpm, 15 min, 4°C, Bremse 0, Beschleunigung 8). Dann wurde der Überstand mit einer
Beutelpresse in einen leeren Beutel geleitet. Dieser Vorgang wurde wiederholt. Nach dem
zweiten Waschschritt wurden die Zellen in einem Volumen von ca. 80-90 ml Puffer
resuspendiert. Um unspezifische Bindungen zu blockieren, wurden 5 ml Intraglobin
zugegeben, die Leitungen mit 10 ml Puffer gespült und dann 5 min bei 4°C auf einem
Schüttler inkubiert. Anschließend wurden die immunomagnetischen Beads zugeführt. Die
Menge richtete sich nach der Ausgangszellzahl im verwendeten Material (Buffy-Coat oder
Negativfraktion). In einem Fläschchen CliniMACS CD3 Reagent befinden sich 7,5 ml, die
zur Markierung von 15x10
9 CD3 positiven Zellen aus einer Gesamtleukozytenzahl von
maximal 40x10
9 Zellen ausreichen. Für die Doppelmarkierung wurden 7,5 ml CD4
CliniMACS Reagent für 12x10
9 CD4
+ Zellen and 7,5 ml CD8 CliniMACS Reagent per 2x10
9
CD8
+ Zellen verwendet. Nach Zugabe der Reagents wurde mit Puffer auf 100 ml aufgefüllt
und Luft injiziert, um die Reste aus den Schläuchen zu entfernen. Wenn die Zellzahlen über
diesen Werten lagen, wurde ein zweites Fläschchen Reagent verwendet und das Volumen auf
ca. 180-190 ml vor Inkubation erhöht. Es folgte eine Inkubationzeit von 30 min bei RT auf
dem Schüttler. Im Anschluß wurde der Beutel mit Puffer auf 450 ml aufgefüllt und dann
zweimal wie oben beschrieben gewaschen. Nach dem zweiten Waschschritt wurden die
Zellen in 150 ml (Gesamtzellzahl < 40x10
9) bzw. 300 ml (Gesamtzellzahl > 40x10
9< 80x10
9)
Puffer aufgenommen. Die markierten Zellen konnten nun über eine CliniMACS
Selektionssäule (Tubing Set LS) angereichert werden. Die Selektion erfolgte über das
Programm „Enrichment 1.1“ (Gesamtzellzahl < 60x10
9). Der prozentuale Anteil der CD3
+ T-
Zellen sowie die Absolutzellzahl wurden schließlich durchflusszytometrisch bestimmt.
3.2.4 Einfrieren und Auftauen von CD3
+ T-Zellen in Beuteln
Zum Einfrieren wurden die T-Zellen mit Medium (X-Vivo 10, 20% humanes Plasma, 10%
DMSO) auf eine Konzentration von 1x10
7-1x10
8 Zellen/ml eingestellt. Dieses zum Einfrieren
verwendete Medium wurde vorher auf 4°C vorgekühlt. Der Einfrierprozess wurde mit einer
automatistierten Einfrieranlage (Air Liquide) durchgeführt. Die Einfriereinheit setzt sich aus
einer Steuerungseinheit (KRYO 10 SERIES: Controler Model 10-21) und der
Probeneinfrierkammer (KRYO 10 SERIES: Chamber Model 10-16) zusammen. Die3 Material und Methoden 47
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Einfrieranlage ermöglichte es, biologisches Material programmiert, d.h. unter Einhaltung
einer definierten Gefriergeschwindigkeit, einzufrieren. Die sequentielle Abfolge festgelegter
Temperaturniveaus wurde durch das kontrollierte Einsprühen von flüssigem Stickstoff
erreicht. Der Prozess wurde über einen Temperaturfühler elektronisch überwacht. Wenn die
Endtemperatur (-120°C) erreicht wurde, konnten die Proben in Lagerbehälter mit flüssigem
Stickstoff (Messer) überführt werden. Die Lagerung in flüssigen Stickstoff (-196°C) ist
zeitlich unbegrenzt. Mit Hilfe einer Steuereinheit wurden die Vorratsbehälter automatisch mit
flüssigem Stickstoff versorgt.
Das Auftauen der T-Zellen erfolgte nach einer Standardvorschrift aus dem Zentrum für
Kinder- und Jugendmedizin, Klinik III. Der in Stickstoff tiefgefrorene T-Zell-Beutel wurde in
einem Auftaugerät (Barkey) aufgetaut. Nach ca. 2 min war die Zellsuspension aufgetaut und
es wurden 500 ml einer isotonen NaCl-Heparin-Lösung (10 IE/ml) eingeleitet. Die verdünnte
Zellsuspension wurde in einen frischen Beutel überführt und anschließend zentrifugiert (10
min, 460 g, 20°C). Der Überstand wurde abgepresst. Wenn das Präparat Agglomerationen
aufwies, wurde 0,5 ml DNAse in 5 ml NaCl zugegeben. Die T-Zellen wurden dann mit
Medium auf die gewünschte Konzentration eingestellt werden.
3.2.5 Aktivierung und Expansion primärer humaner T-Zellen
Aktivierung mit löslichen Antikörpern
Die isolierten T-Zellen wurden auf eine Konzentration von 1x10
6/ml in X-Vivo 10 (ohne
Gentamycin und Phenolrot) + 10% humanes Plasma eingestellt. Die Aktivierung erfolgte mit
löslichen Antikörpern gegen CD3 (Orthoclone OKT3) und CD28; CD3 ist der T-Zellrezeptor
und CD28 ein Co-Rezeptor. Das Medium war zusätzlich noch mit 1000 U/ml IL-2 versetzt.
Für einzelne Versuche wurde die IL-2 Konzentration variiert.
Aktivierung mit auf Beads gebundenen Antikörpern
Zur Aktivierung mit auf Beads gebundenen Antikörpern wurde das „T Cell
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synthetische Partikel dar, die antigenpräsentierende Zellen (APC) imitieren sollen. Sie sind
mit Strepatvidin beschichtet und können entsprechend mit biotinylierten Antikörpern beladen
werden. Das Kit enthält CD2, CD3 und CD28 monoklonale Antikörper (mAb). Das Beladen
der Beads mit Antikörpern sowie die Stimulierung erfolgten nach Anweisung des Herstellers.
Zum Beladen der Beads wurden die Antikörper (je 100 µl) in ein 2ml-Kryo-Röhrchen
vorpipettiert. Die Beads-Suspension wurde gevortext und 500 µl in das Kryo-Röhrchen
überführt (entspricht 10
8 Beads). Es wurde mit Puffer (PBS+0,5% HSA, 2 mM EDTA) auf
1 ml aufgefüllt und die Mischung 2 h auf einem Rotator bei 4°C inkubiert. Die Beads waren
nun beladen und konnten 4 Wochen bei 4°C gelagert werden. Vor Gebrauch wurden die
überschüssigen Antikörper durch einen Waschschritt entfernt.
Die Aktivierung der T-Zellen fand in einem Bead/Zell-Verhältnis von 1:2 statt. Die T-Zellen
wurden auf eine Konzentration von 2,5x10
6/ml eingestellt und mit der entsprechenden Menge
an Beads versetzt. Sollten MNZ statt aufgereinigter T-Zellen stimuliert werden, wurde eine
Konzentration von 5x10
6/ml verwendet, wobei die Anzahl der Beads angepasst werden
musste. Laut Anweisung des Herstellers wurden die stimulierten T-Zellen an Tag 3, 7 und 11
zusätzlich mit 20 U/ml IL-2 versetzt. Alternativ wurde das Medium mit 20, 100 oder 1000
U/ml IL-2 versetzt.
Expansion der T-Zellen
Die aktivierten T-Zellen wurden in Flaschen und Beuteln über 14 Tage expandiert. Der Tag
der CD3 Selektion und Inkulturnahme wurde als Tag 0 bestimmt. Die Bestimmung der
Zellzahl sowie des Immunstatus erfolgte alle 2-3 Tage. Die Expansion antigenspezifischer
T-Zellen wurde nur 1-2x pro Woche gemessen. Ggf. transduziert wurde an den Tagen 3 und
4. Die Messungen nach Transduktion wurden an Tag 7 durchgeführt.3 Material und Methoden 49
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Abbildung 3.1 Zeitlicher Ablauf der Untersuchungen
3.2.6 Durchflusszytometrische Messungen
In der Durchflusszytometrie können Zellen aufgrund ihrer Größe (forward scatter; FS) und
Granularität (side scatter; SS) charakterisiert werden. Außerdem lassen sich
Zelloberflächenmoleküle durch spezifische Antikörper, die mit einem  Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt sind, nachweisen. Empfindliche Photodetektoren messen sowohl das gestreute
(aufgrund Größe und Granularität) als auch das emittierte (aufgrund der
Fluoreszenzfarbstoffe) Licht. Die Antikörper mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
können simultan in einer Analyse eingesetzt werden, so dass eine nähere Charakterisierung
der Zellen möglich wird. Folgende Fluoreszenzfarbstoffe wurden verwendet:
1. Fluoreszenz: Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
2. Fluoreszenz: Phycoerythrin (PE)
3. Fluoreszenz: Phycoerythrin-Texas Rot (ECD)
4. Fluoreszenz: Phycoerythrin-Cyanine 5 (PC-5)
5. Fluoreszenz: Phycoerythrin-Cyanine 7 (PC-7)
Alle Messungen fanden am 5-Farbdurchflusszytometer FC 500 (Beckman Coulter) statt.50                                                                                                          3 Material und Methoden
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3.2.6.1 Bestimmung der CD3
+ T-Zellen als „single-platform“-Analyse
Zur Bestimmung der absoluten Zellzahl der CD3
+ T-Zellen wurde folgende Analyse
durchgeführt:
10 µl CD45-FITC
10 µl CD3-PE
20 µl 7AAD wurden in einem Polypropylen-Röhrchen vorpipettiert.
Zum Nachweis unspezifischer Bindungen wurde ein weiteres Röhrchen mit 10µl CD45-
FITC/Control-PE (kombinierter Antikörper) vorgelegt.
Durch die gleichzeitige Färbung mit dem Antikörper CD3 und 7AAD konnte die Vitalität der
T-Zellen in einem Ansatz bestimmt werden. 7AAD ist ein DNA-Farbstoff, der die
Zellmembran gesunder Zellen nicht überwinden kann. Werden die Zellen nekrotisch und
deren Membran durchlässig, dringt 7AAD in das Zytoplasma ein und interkaliert mit der
DNA. Zellen, die 7AAD aufgenommen haben, können im 3. Fluoreszenzkanal detektiert
werden. In der Auswertung wurden mit Hilfe der 7AAD-Färbung nur die lebenden Zellen
(7AAD negative Zellen) in die Zellzählung eingeschlossen (=„single-platform“).
Es wurden 100 µl Probe (entsprach 1-2,5x10
5 Zellen) zugegeben. Hierzu wurde die reverse
Pipettiertechnik angewandt. Ein exaktes Pipettieren ist sehr wichtig für das Arbeiten mit
Zählbeads (Flow-Count™ Fluorospheres). Außerdem wurden flüssige Reste am Außenrand
der Pipettenspitze mit einem Tuch vorsichtig abgewischt. Die Ansätze wurden gevortext, um
eine optimale Durchmischung zu erreichen, und 15 min im Dunkeln bei RT inkubiert.
Zur Zellzahlbestimmung wurden Flow-Count™ Fluorospheres als interner Standard
verwendet. Die Zählbeads wurden zunächst gevortext und dann 10 min im Dunkeln bei 4°C
aufbewahrt, so dass entstandene Bläschen entweichen konnten. Anschließend wurde das
Fläschchen noch kurz geschwenkt und 100 µl der Flow-Count™ Fluorospheres revers in das
Probenröhrchen pipettiert. Flüssige Reste am Außenrand der Pipettenspitze wurden zuvor
entfernt. Dann wurde gevortext und innerhalb der nächsten 5 min gemessen.
Zur Bestimmung der CD3
+ T-Zellen im Durchflusszytometer wurde folgende „Gating“-
Strategie verfolgt:3 Material und Methoden 51
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Abbildung 3.2 Die „Gating“-Strategie zur Bestimmung der CD3
+ T-Zellen im Durchflusszytometer. Über
jedem Diagramm (dot plot) ist angegeben, auf welche Zellpopulation gegated wurde. Für die CD45
+ Leukozyten
wurde die Abkürzung Leuko verwendet. Es wird nur die Zellpopulation dargestellt, die vorher über ein „Gate“
definiert wurde. Kombinierte Gates bilden eine Schnittmenge. In Diagramm 1.) werden nur die lebenden Zellen
aus dem Gate viable in Diagramm 5.) dargestellt. Im nächsten Diagramm wird auf die lebenden Leukozyten
gegated (kombiniertes Gate) und gegen CD3 dargestellt. In Diagramm 3.) werden die CD3
+ Zellen noch einmal
gegen CD45 aufgetragen, um potentielle Monozyten aus der Analyse zu eliminieren. Die Monozyten können den
CD3 Antikörper auch unspezifisch binden, erscheinen dann aber nur CD45
+dim (d.h. weiter links im
Diagramm). In Diagramm 4.) wird die Zellzahl der CD3
+ T-Zellen abgelesen. Diagramm 6.) ist ungated (ohne
Gate; alle Zellen werden dargestellt). Es wird ein Gate für die Zählbeads gesetzt, um diese dann in Diagramm 7.)
im Zeitverlauf darzustellen. Diagramm 8.) ist eine Übersicht der lebenden Leukozyten im FS (forward scatter)
und SS (side scatter).52                                                                                                          3 Material und Methoden
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3.2.6.2 Bestimmung der CD34
+ Stammzellen
Die CD34
+ Stammzellen wurden mit derselben „single-platform“-Analyse bestimmt wie die
CD3
+ T-Zellen. Abweichend von der Analyse der T-Zellen wurde statt CD3-PE der
Antikörper CD34-PE eingesetzt.
3.2.6.3 Bestimmung des Immunstatus primärer humaner T-Zellen
Die Lymphozytensubpopulationen können aufgrund der Expression unterschiedlicher
Oberflächenmarker charakterisiert werden. Hierzu kommen die kombinierten Antikörper
tetraCHROME CD45-FITC/CD4-RD1/CD8-ECD/CD3-PC5 und tetraCHROME CD45-
FITC/CD56-RD1/CD19-ECD/CD3-PC5 sowie andere einzeln eingesetzte monoklonale
Antikörper zum Einsatz. Zur Markierung der Zellen wurde folgendes Panel von
Antikörperkombinationen in 10 verschiedene Röhrchen vorpipettiert.
Tabelle 3.1 Pipettierschema zurBestimmung eines großen Immunstatus.
Röhrchen
Nr.
Antikörpersuspension Antikörper-
menge
[µl]
Probenmenge
[µl]
Bemerkungen
1 tetraCHROME
CD45-FITC/CD4-RD1/
CD8-ECD/CD3-PC5
10 100 Messung der T-Zellsubpopulationen
2 tetraCHROME
CD45-FITC/CD56-
RD1/
CD19-ECD/CD3-PC5
10 100 Messung der Lymphozyten,- B-Zell und NK-
Zellpopulationen
3 IgG-FITC/IgG-PE/IgG-
ECD/IgG-PC5
Jeweils 5 100 dient zur Kontrolle
4 HLA-DR-FITC /
CD69-PE/CD3-ECD/
CD4-PC5
Jeweils 5 100 Messung der früh aktivierten T4-Zellen
5 HLA-DR-FITC/ CD69-
PE/CD3-ECD/
CD8-PC5
Jeweils 5 100 Messung der früh aktivierten T8-Zellen
6 CD45RA-FITC/
CD45RO-PE/CD3-
ECD/CD4-PC5
Jeweils 5 100 Messung der naiven und Gedächtnis-T4-Zellen3 Material und Methoden 53
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7 CD45RA-FITC/
CD28-PE/CD3-ECD/
CD8-PC5
Jeweils 5 100 Messung der naiven und Effektor-T8-Zellen
8 ---/CD45RO-PE/CD3-
ECD/CD8-PC5
Jeweils 5 100 Messung der Gedächtnis-T8-Zellen
9 ---/CD25-PE/CD3-
ECD/CD4-PC5
Jeweils 5 100 Messung der regulatorische T4-Zellen
10 CD45-FITC/CD14-PE  Jeweils  10 100 Messung der Monozytenpopulation
Für die Bestimmung des Immunstatus nach Transduktion wurde zu jeder Analyse zusätzlich
CD34-PC7 pipettiert, um transduzierte Zellen zu identifizieren.
Die Ansätze wurden gevortext, um eine optimale Durchmischung zu erreichen. Dann wurden
sie 15 min im Dunkeln bei RT inkubiert.
Die Messung erfolgte in festgelegten Protokollen, denen eine „Gating“-Strategie zugrunde
liegt. Für die ersten beiden tetraCHROME Analysen, die Kontrolle und Analyse 10 zur
Bestimmung der Monozytenkontamination wurde auf Leukozyten gegated. Für die übrigen
Analysen wurde auf Leukozyten und CD3
+ gegated bzw. für die jeweiligen Subpopulationen
zusätzlich auf CD3
+CD4
+ oder CD3
+CD8
+.
3.2.6.4 Bestimmung CMV-spezifischer CD3
+CD8
+ T-Zellen
Die Bestimmung CMV-spezifischer T-Zellen erfolgte aus der Zellkultur frisch isolierter T-
Zellen CMV- und HLA-A0201-positiver Spender. Hierzu wurde das „iTAg MHC Tetramer“-
Kit der Firma Beckman Coulter verwendet. Die Tetramer-Technologie ermöglicht es,
antigenspezifische T-Zellen nachzuweisen. Das fremde Antigen allein lässt sich nicht
verwenden, da T-Zellen Antigene nur als Komplex aus Peptidfragmenten des Antigens und
körpereigenen MHC-Molekülen erkennen. Die Affinität der Wechselwirkung zwischen T-
Zellrezeptor und MHC:Peptid-Komplex ist jedoch zu gering, um antigenspezifische T-Zellen
zu markieren. So wurden MHC:Peptid-Tetramere entwickelt und damit die Avidität der
Wechselwirkung erhöht. Die mit dem Antigenpeptid beladenen, rekombinanten MHC-
Moleküle werden aufgrund einer spezifischen Aminosäuresequenz biotinyliert. Mischt man
die biotinylierten MHC-Moleküle mit Streptavidin, bilden sich Tetramere, da Streptavidin54                                                                                                          3 Material und Methoden
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vier Bereiche aufweist, die eine feste Bindung mit Biotin eingehen. Das Streptavidin ist
darüber hinaus mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Es stehen nun vier Bindungspartner
in einem Komplex zum Nachweis einer T-Zelle zur Verfügung. Zum Nachweis CMV-
spezifischer T-Zellen sind die rekombinaten MHC-Moleküle mit dem Peptid pp65 des
Cytomegalovirus beladen. Das Protokoll des Herstellers beschreibt eine Zwei-Panel-Technik:
Im ersten Panel wird die Absolutzahl der CD3
+CD4
+ und CD3
+CD8
+ T-Zellen mit Hilfe von
Flow-Count™ Fluorospheres bestimmt. Im zweiten Panel werden die CMV-spezifischen
CD3
+CD8
+ T-Zellen prozentual bestimmt. So wird schließlich die absolute Zahl der
antigenspezifischen CD3
+CD8
+ T-Zellen/µl errechnet, indem man die Prozentzahl aus dem
zweiten Panel auf den gemessenen Absolutwert der CD3
+CD8
+ Zellen aus dem ersten Panel
umrechnet. Zur praktischen Vorgehensweise in Kürze: Im 1. Panel wurden folgende
Antikörper in ein Polypropylen-Röhrchen pro Analyse vorpipettiert und mit 100 µl Probe
versetzt: CD8-FITC, CD4-PE, CD3-PC5 und CD45-PC7. Die Ansätze wurden gevortext und
20-30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Dann wurde 1 ml/Ansatz Lyse-Fix-Reagenz (25 µl
Fixative Reagenz/ml Lyse Reagenz) zugegeben, gevortext und 10 min bei RT im Dunkeln
inkubiert. Im 2. Panel wurden dieselben Antikörper wie im 1. Panel pipettiert, anstatt CD4-PE
jedoch der entsprechende PE-markierte MHC:Peptid-Komplex (HLA-A0201) verwendet und
200 µl Probe zugegeben. Nach Inkubation (20-30 min bei RT im Dunkeln) wurden 2 ml Lyse-
Fix-Reagenz pipettiert und wieder inkubiert (10 min, RT, dunkel). Anschließend wurde
abzentrifugiert (150 g, 10 min) und der Überstand verworfen. Es wurde mit PBS gewaschen,
erneut zentrifugiert und der Überstand wieder verworfen. Es wurden 500 µl Formaldehyd-
PBS (0,1%) zugegeben. Anschließend wurde mindestens 1 h inkubiert (4°C im Dunkeln). Die
Proben aus dem 1. und 2. Panel konnten bis zu 24 h gelagert werden (4°C im Dunkeln). Die
Messungen erfolgten schließich am Durchflusszytometer. Das erste Panel zur Bestimmung
der Absolutzellzahl wurde über eine ähnliche „Gating“-Strategie gemessen wie in Abbildung
3.2 beschrieben. Allerdings wurde hier nicht auf die lebenden Zellen gegated, da kein
Totfarbstoff zur Identifizierung in der Analyse vorhanden war. Außerdem wurde zusätzlich
die Zahl der CD3
+CD4
+ und CD3
+CD8
+ T-Zellen bestimmt. Im zweiten Panel wurde der
prozentuale Anteil der CD3
+CD8
+Tetramer
+ Zellen über das Gating von Leukozyten (CD45
+)
und T-Zellen (CD3
+) bestimmt.3 Material und Methoden 55
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Abbildung 3.3 Bestimmung CMV-spezifischer CD3
+CD8
+ T-Zellen mittels der Tetramer Technologie.
Dargestellt ist die „Gating“-Strategie für das zweite Panel. Das Diagramm 1.) zeigt die sauberen CD3
+ im FS
und SS. Sie sind gegated auf CD45
+ Leukozyten und CD3
+ T-Zellen. In Diagramm 2.) werden die CD3
+CD8
+ T-
Zellen in dem Quadranten A2 dargestellt, auf den die Diagramme 3.) und 4.) gegated sind. Diagramm 3.) zeigt
die CMV-spezifischen CD3
+CD8
+Tetramer
+ T-Zellen. Diagramm 4.) zeigt die Negativkontrolle. Da keine
Zählbeads (Flow-Count™ Fluorospheres) im zweiten Panel verwendet wurden, konnten nur die prozentualen
Werte ermittelt werden. Mit Hilfe der Analyse aus dem ersten Panel konnte schließlich auf die Absolutzahl
CMV-spezifischer T-Zellen umgerechnet werden.
3.2.7 Untersuchung der Zytokinausschüttung unter Stimulierung mittels
Cytometric Bead Array
Die Messung der Zytokine erfolgte mit dem Cytometric Bead Array (CBA) von BD
Bioscience. Die Technologie wird auch als multiplex bead array bezeichnet, da in einer
Analyse theoretisch bis zu 70 verschiedene Zytokine bestimmt und quantifiziert werden
können. Der Hersteller stellt eine Serie farblich verschiedener Beads zur Verfügung, wobei
jede kleine Kugel für ein bestimmtes Zytokin spezifisch ist. Die Spezifität wird über56                                                                                                          3 Material und Methoden
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zytokinspezifische Antikörper, die auf der Oberfläche gebunden sind, erreicht. Ist ein
entsprechendes Zytokin in der Probe vorhanden, kann es über den Spektralbereich des Beads
von einem Laser bestimmt werden. Im nächsten Schritt wird das Zytokin über einen
fluoreszierenden (zweiten) Antikörper quantifiziert (Sandwich-Prinzip). Mittels der
Fluoreszenzintensität und einer Standardkurve wird die Konzentration des Zytokins in der
Probe errechnet. Um zu untersuchen, ob es eine Begünstigung des Th1- oder Th2-Zweiges
unter Stimulierung gibt, wurde das „Human Th1/Th2 Cytokine Kit II“ verwendet. Das Kit
eignet sich zur Detektion von den Th1-Zytokinen IL-2, IFN-Ȗ, TNF-Į und den Th2-Zytokinen
IL-4, IL-6, IL-10. Die Anwendung erfolgte laut Anweisung des Herstellers. Zunächst musste
die Standardreihe hergestellt werden: Der gefriergetrocknete Standard wurde in 200 µl
mitgeliefertem „Assay Diluent“ durch Schwenken gelöst. In 10 Polystyrol-Röhrchen wurden
1x 900 µl und 9x 300 µl Assay Diluent vorgelegt. In das erste Röhrchen wurden 100 µl
Standardlösung hinzugegeben, daraus dann 300 µl entnommen und in das nächste Röhrchen
pipettiert. Die Verdünnungsreihe wurde entsprechend fortgesetzt, so dass sich folgende
Verdünnungen für jedes Zytokin ergaben: 0, 20, 40, 80, 156, 312, 625, 1250, 2500 und 5000
pg/ml. Im Anschluß wurde die Mischung der zytokinspezifischen kleinen Kügelchen,
sogenannte „Capture Beads“, hergestellt. Pro Probe wurden 10 µl des „Capture Beads“-Mix
in einen 14ml-Reaktionsgefäß überführt und zentrifugiert (200 g, 5 min, 20°C). Der
Überstand wurde verworfen und die Beads im mitgelieferten „Serum Enhancement Buffer“
resuspendiert. Schließlich wurde eine 96-Lochplatte für die Messung vorbreitet. Es wurden je
50 µl der Standardverdünnung und der Proben aufgetragen. In jedes Loch wurden dann 50 µl
„Capture Beads“ pipettiert, und die Platte 5 min auf einem Schüttler im Dunkeln inkubiert.
Danach erfolgte eine Inkubation in ruhendem Zustand (1 h, RT, im Dunkeln). Nach dieser
Inkubationsperiode wurden 50 µl „PE Detection Reagent“ pro Loch zugegeben und 5 min wie
oben geschüttelt, dann 2 h  bei RT im Dunkeln inkubiert. Am Ende erfolgte ein Waschschritt,
um den überschüssigen Zweitantikörper zu entfernen. Hierzu wurde die Platte zentrifugiert
(200 g, 5 min, 20°C), der Überstand abgenommen und die Löcher mit 150 µl „Wash Buffer“
aufgefüllt. Die Platte wurde anschließend mit dem BD FACSArray Bioanalyzer vermessen.3 Material und Methoden 57
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3.2.8 Transduktion primärer humaner T-Zellen
Die Transduktion humaner primärer T-Zellen wurde an Tag 3 und 4 in Zellkulturflaschen
durchgeführt. Die selektierten CD3
+ T-Zellen wurden mit X-Vivo 10 + 10% humanem
Plasma (supplementiert mit den löslichen Antikörpern anti-CD3 und -CD28 + 1000 U/ml IL-2
oder stimuliert mit anti-CD2, -CD3 und –CD28 beladenen Beads + 20 U/ml IL-2) und
Virusüberstand auf eine Konzentration von 1x10
6/ml eingestellt, so dass sich eine theoretische
Infektionsquote von 2 ergab (multiplicity of infection; MOI=2). Die so vorbereiteten T-Zellen
wurden in eine Zellkulturflasche überführt und zur Transduktion zentrifugiert (90 min,
2500 rpm, 32°C). Anschließend wurde über Nacht im Brutschrank inkubiert (37°C, 5% CO2).
Am darauffolgenden Tag wurde die Transduktion wiederholt. Hierzu wurden die Zellen
zunächst abzentrifugiert und in frischem Medium und Virusüberstand resuspendiert. Nach der
Zentrifugation wurden die die Zellen für weitere 2,5 h im Brutschrank inkubiert und dann in
frisches Medium gesetzt. Die Transduktionseffizienz wurde anhand der Expression des
Oberflächenmarkers CD34 im Durchflusszytometer bestimmt.
3.2.8.1 Retrovirale Vektoren
Die Transduktionen wurden zum einem mit dem Vektor M71tCD34TK39mw durchgeführt.
Dieser Vektor ist eine Weiterentwicklung des bereits in der Literatur beschriebenen Vektors
MtCD34TK39mw (Junker, et al. 2003). Es wurde lediglich der Leader ausgetauscht, um eine
bessere Expression des Transgens zu erzielen. Der neue Leader ist ebenso bereits in der
Literatur beschrieben worden (Hildinger, et al. 1999).
Zum anderen wurden die Transduktionen mit dem Vektor MP71-T34FT durchgeführt, der für
die klinische Anwendung entwickelt wurde. Die von uns verwendeten Virusüberstände
wurden unter den GMP Bedingungen hergestellt und sind uns freundlicherweise von der
Firma EUFETS, einer Tochtergesellschaft der Freseniusgruppe, zur Verfügung gestellt
worden.
Beide Vektorsysteme basieren auf einem retroviralen Backbone vom Molony-Typ und
enthalten ein artifizielles Intron, den Leader 71. Das Transgen codiert für ein Fusionsprotein,
das aus einer natürlichen Spleißvariante des CD34-Oberflächenmoleküls, tCD34, und der
Thymidinkinase (TK) des Herpes-Simplex-Virus I (HSV I) besteht. In dem erst genannten58                                                                                                          3 Material und Methoden
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Vektor befindet sich eine Ganciclovir hypersensitive Variante der Thymidinkinase (TK39)
(Black, et al. 2001). In dem anderen Vektor wurde eine spleißkorrigierte Variante des
Wildtyps kloniert (TK). Die Expression des Oberflächenmarkers CD34 auf den transduzierten
Zellen erlaubt eine immunomagnetische Selektion zur Anreicherung. Die Thymidinkinase des
Herpes-Simplex-Virus ermöglicht den gezielten Suizid transduzierter Zellen. Die viralen
Partikel wurden mit dem Glycoproteins des gibbon ape leukemia virus (GALV)
pseudotypsiert.
Die Vektorkarten befinden sich im Anhang (S.124).4 Ergebnisse 59
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4. Ergebnisse
4.1 Isolierung primärer humaner T-Zellen
Aus Sicherheitsgründen sollten nur T-Zellen transduziert werden. Im peripheren Blut befindet
sich jedoch auch ein kleiner Anteil hämatopoetischer Stammzellen (Becker 2005), die sich
durch eine Ficoll-Separation nicht abtrennen lassen. Deswegen wurden die T-Zellen zunächst
im Labormaßstab aufgereinigt. Nach der Selektion wurde die Reinheit der CD3
+ T-Zellen
bestimmt.
4.1.1 Selektion der CD3
+ T-Zellen im Labormaßstab
Zur Anreicherung der CD3
+ T-Zellen im kleinen Maßstab wurden zwei Methoden getestet:
Die immunomagnetische Selektion mit der MACS-Technologie und die RosetteSep-Prozedur,
bei der die unerwünschten Zellen depletiert werden. Im Vollblut der gesunden Spender
(n=14) befanden sich durchschnittlich 1,8x106/ml T-Zellen. Mittels der MACS-Technolgie
konnte eine mittlere Ausbeute von 62,9% erzielt werden. Die Reinheit betrug 98,3% (n=5).
Bei der RosetteSep-Prozedur war die Ausbeute mit 46,2% deutlich niedriger. Die mittlere
Reinheit der T-Zellen war jedoch vergleichbar und betrug 97,4% (n=9).
Unabhängig von der Methode war die Monozytenkontamination < 1%, wobei die
verbliebenen Monozyten unter Expansion verloren gingen. Bestehende Verunreinigungen
waren auf restliche Granulozyten zurückzuführen, die ebenso unter Expansion verschwanden.
4.1.2 Selektion der CD3
+ T-Zellen im klinischen Maßstab
Es konnte gezeigt werden, dass die Aufreinigung der CD3
+ T-Lymphozyten mittels des
CliniMACS Systems im klinischen Maßstab erfolgreich durchgeführt werden kann. Die
RosetteSep-Prozedur ist für die klinische Anwendung nicht geeignet.
Zum einen wurden die T-Zellen über CD3 aufgereinigt. Um das CD3 Molekül der T-Zellen
untouched zu lassen, wurde außerdem eine Selektion über CD4/CD8 durchgeführt.60                                                                                                                              4 Ergebnisse
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Die Reinheit der CD3
+ Zellen lag im Bereich von 92,9 bis 99,8%. Zwischen der CD3 und
CD4/CD8 Selektion bestand hierbei kein Unterschied (Tabelle 4.1 A. und B.).
Tabelle 4.1 Selektion mit dem CliniMACS.
A. Es wurde zur Aufreinigung das CD3 Reagent verwendet.
Als Ausgangsmaterial diente die Negativfraktion aus CD34 Selektionen für Patiententransplantate.
SD=Standardabweichung
Selektion  Anteil  CD3
+ Zellen
Nr. vor  Selektion  [%]  nach  Selektion  [%]  absolut  [x10
9]  Ausbeute  [%]  Vitalität  [%]
1 68,5 93,0 4,5 53,0 95,0
2 60,1 92,9 6,2 62,0 97,0
3 67,2 96,8 3,4 58,0 92,4
4 57,7 97,7 3,1 49,0 97,0
5 67,7 99,3 4,2 71,0 91,8
6 59,7 97,4 2,5 44,0 96,0
7 63,3 98,2 4,4 55,0 97,8
8 68,1 93,6 2,1 49,7 95,4
9 60,6 99,8 3,1 57,0 93,1
Mittelwert 63,7 96,5 3,7 55,4 95,1
SD 4,3 2,7 1,2 7,9 2,2
B. Zur Aufreinigung wurden das CD4 und das CD8 Reagent kombiniert eingesetzt.
  Selektion  Anteil  der  CD3
+ Zellen
Nr. vor  Selektion  [%]  nach  Selektion  [%]  absolut  [x10
9]  Ausbeute  [%]  Vitalität  [%]
1 64,3 97,0 6,5 64,0 97,0
2 53,8 95,6 8,4 74,0 92,0
3 52,7 93,1 4,3 55,0 94,0
4 56,9 97,5 3,9 62,0 94,0
5 64,2 98,2 2,5 41,0 95,0
6 66,5 95,8 7,0 69,0 99,0
7 58,4 98,4 7,4 79,0 93,6
Mittelwert 59,5 96,5 5,7 63,4 94,9
SD 5,5 1,9 2,1 12,7 2,3
In Abbildung 4.1 sind zwei Analysen von einer Selektion über das Oberflächenantigen CD3
dargestellt (Reinheit 93,0%). Die erste Analyse (A.) wurde mit dem herkömmlichen
Fluoreszenzantikörper CD3-PE durchgeführt, wobei der Antikörper vom Klon UCHT-14 Ergebnisse 61
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stammt. Für die Analyse B. wurde ein neuer Fluoreszenzantikörper verwendet, der von einem
anderen Klon produziert wurde (SK7).
Da der erste Antikörper an dasselbe Epitop bindet wie der immunomagnetische Antikörper
aus dem CD3 Reagent, kommt es zu einer sterischen Hinderung:  Der Eisen-Dextran-Kolloid
Antikörper ist schon gebunden und dem Fluoreszenz gekoppelten Antikörper verbleiben nur
noch die restlichen Bindungsstellen.
Hierdurch erschien die CD3
+ Wolke im Durchflusszytometer mit einer geringeren
Fluoreszenzintensität als bei unselektierten T-Zellen. Von großem Nachteil war, dass sich die
T-Zellen dadurch schlechter von der Negativpopulation trennen ließen und die Analyse
ungenau wurde. Im Gegensatz dazu war die Trennlinie zwischen CD3 positiven und
negativen Zellen in der Analyse mit dem neuen Klon wesentlich einfacher zu ziehen.
Abbildung 4.1 Eine durchflusszytometrische Analyse nach der T-Zellisolierung über das CD3
Oberflächenantigen. Für Analyse A. wurde ein Fluoreszenzantikörper (UCHT-1) verwendet, der an dasselbe
Epitop bindet wie der Antikörper zur Selektion. Die Trennung der CD3
+ Zellen von der Negativfraktion war nur
ungenau vorzunehmen, während in Analyse B. mit einem anderen Antikörper (SK7) die Trennlinie eindeutig
wurde. SS=Side Scatter (=Granularität). Die ausführliche Beschreibung der „Gating“-Stratgie befindet sich im
Methodenteil (3.2.5.1 und Abbildung 3.2).
Die Ausgangszellzahl der CD3
+ T-Zellen lag im Bereich 4,3-12,4x10
9 Zellen. Bei einer
mittleren Ausbeute von 55,4% konnten mit der Aufreinigung über CD3 2,1-6,2x10
9 CD3
+ T-
Zellen isoliert werden. Die Aufreinigung über die Epitope CD4 und CD8 erzielte eine mittlere
Ausbeute von 63,4%. Die Absolutzellzahl schwankte zwischen 2,5-8,4x10
9. Die Vitalität der62                                                                                                                              4 Ergebnisse
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CD3
+ Zellen nach Selektion lag unabhängig von der Wahl der Antikörper zwischen 91,8%
und 99%. (Tabelle 4.1).
Der prozentuale Anteil CD4
+ und CD8
+ T-Zellen wurde durch die Selektion nicht beeinflusst.
Nach Selektion lag der Anteil CD4
+ und CD8
+ T-Zellen durchschnittlich bei 59,1% bzw.
37,98% (Daten nicht gezeigt). Das Verhältnis dieser Populationen liegt im physiologischen
Bereich (Bisset, et al. 2004).
Die Verunreinigungen durch B- und/oder NK-Zellen war gering: Im Durchschnitt ließen sich
nur noch 0,35% CD3
-CD19
+ B-Zellen und 0,23% CD3
-CD56
+ NK-Zellen nachweisen. Die
größte Verunreinigung wurde durch Monozyten verursacht.
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass es mit Hinblick auf Effizienz und Reinheit
zwischen der Aufreinigung über CD3 und der Aufreinigung über CD4/CD8 keinen
Unterschied gibt. Da die Aufreinigung über CD4/CD8 das CD3 Epitop der T-Zellen
untouched lässt, ist diese Methode vorzuziehen. So können mögliche Wirkungen und Folgen
eines an CD3 gebundenen Antikörpers von Beginn an ausgeschlossen werden.
4.2 Aktivierung und Expansion primärer humaner T-Zellen
Nach Isolierung sollten die T-Zellen in Kultur genommen und stimuliert werden. Zur
Aktivierung standen verschiedene Möglichkeiten zur Verfügung. In den ersten klinischen
Studien wurden PHA oder ein Antikörper gegen CD3 (Orthoclone OKT3) in Kombination
mit IL-2 zur Aktivierung verwendet. Jedoch zeigte sich, dass diese Art der Stimulierung die
immunologische Kompetenz der Zellen stark einschränkt.
Zusätzlich zur Aktivierung des T-Zellrezeptors über CD3 können auch Co-Rezeptoren
stimuliert werden. Exogenes IL-2 fördert die Proliferation der T-Zellen, wobei in einem
großen Konzentrationsbereich (10-1000 U/ml) gearbeitet werden kann.4 Ergebnisse 63
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4.2.2 Aktivierung primärer humaner T-Zellen mittels löslicher Antikörper
und IL-2
Zum einen sollte ein Protokoll zur Stimulierung etabliert werden, das sich an vorhandene
Protokolle zur T-Zellaktivierung anlehnt. Eine Literaturrecherche ergab, dass fast immer CD3
mAb (Orthoclone OKT3) in einer Konzentration zwischen 10 ng und 5 µg/ml eingesetzt
wurde (Hedfors, et al. 2005, Junker, et al. 2003, Marktel, et al. 2003, Qasim, et al. 2003,
Sauce, et al. 2002, Sauce, et al. 2003, Serafini, et al. 2004, Thomis, et al. 2001, Tiberghien, et
al. 2001). Teilweise wurde ein Antikörper gegen CD28 zur Co-Stimulation eingesetzt. Die
Konzentration variierte zwischen 100 ng und 1µg/ml. IL-2 wurde in jedem Protokoll
verwendet, jedoch in sehr unterschiedlichen Konzentrationen (10-1000 U/ml).
Die T-Zellen sollten nicht übermäßig stimuliert werden, aber trotzdem ihre Vitalität über 14
Tage erhalten. Eine ausschließliche Aktivierung über CD3 fördert den aktivierungsinduzierten
Zelltod (activation induced cell death; AICD). Um den AICD gering zu halten, wurde eine
niedrige Konzentration von 20 ng Orthoclone OKT3 bei gleichzeitiger Stimulierung des Co-
Rezeptors CD28 gewählt. Insbesondere die Co-Stimulation soll den AICD einschränken. Es
wurden die beiden Konzentrationen 100 ng und 1 µg in Hinblick auf die Vitalität der T-Zellen
getestet.64                                                                                                                              4 Ergebnisse
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Abbildung 4.2 Vergleich unterschiedlicher Konzentrationen des mAb CD28 zur T-Zellaktivierung. CD3
selektierte humane primäre T-Zellen wurden in Kultur genommen und mit 20 ng Orthoclone OKT3, 1000 U/ml
IL-2 + 0,1 µg mAb CD28 (ņ) bzw. + 1µg mAb CD28 (ņ) stimuliert. Die Vitalität stellt den Mittelwert aus drei
unabhängigen Experimenten dar (SD 3-40%).
Wie aus der Abbildung 4.2 zu erkennen ist, zeigten die T-Zellen beim Einsatz der höheren
Konzentration des Antikörpers gegen den Co-Rezeptor CD28 deutlich mehr Vitalität.
Im nächsten Schritt wurde die IL-2 Konzentration um den Faktor 10 auf 100 U/ml gesenkt,
während die hohe Konzentration des mAb CD28 (1 µg/ml) beibehalten wurde.4 Ergebnisse 65
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Abbildung 4.3 Vergleich unterschiedlicher Konzentrationen des Zytokins IL-2 zur T-Zellaktivierung. CD3
selektierte humane primäre T-Zellen wurden in Kultur genommen und mit 20 ng Orthoclone OKT3, 1 µg mAb
CD28 + 100 U/ml (ņ)  b z w .  +  1 0 0 0  U / m l  I L - 2  ( ņ ) stimuliert. Die Vitalität stellt den Mittelwert aus drei
unabhängigen Experimenten dar (SD 1-20%).
Da die höhere IL-2 Konzentration zu einer besseren Vitalität der T-Zellen beitrug, wurde das
Protokoll mit den löslichen Antikörpern auf folgende Konzentrationen festgelegt:
Tabelle 4.2 Aktivierungsprotokoll mit
löslichen Antikörpern. HP = humanes Plasma
(FFP; fresh frozen plasma)
Protokoll Lösl. mAb + 1000 U/ml IL-2
Medium X-Vivo 10
Zusätze 10% HP
Aktivierung  20  ng/ml  Orthoclone  OKT3
1 µg/ml  mAb CD28
1000 U/ml IL-266                                                                                                                              4 Ergebnisse
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4.2.3 Aktivierung primärer humaner T-Zellen mittels auf Beads
gekoppelter Antikörper und IL-2
Die Beads sind kleine synthetische Kügelchen, die ungefähr die Größe einer Zelle aufweisen.
Diese Beads sind mit Streptavidin überzogen und können entsprechend mit biotinylierten
Antikörpern beladen werden. Aus dem verwendeten Kit der Firma Miltenyi stehen die
Antikörper CD2, CD3 und CD28 zu Verfügung. Die Antikörper, die zur Aktivierung auf den
Beads gekoppelt vorliegen, werden im Folgenden kurz als „Beads-gekoppelte Antikörper“
bezeichnet.
Um den Effekt der Stimulierung von CD2 zu untersuchen, wurden die Beads mit und ohne
mAb CD2 beladen. In der Literatur sind nur Beads mit mAb CD3 und CD28 beschrieben.
Darüber hinaus sollte untersucht werden, welchen Effekt IL-2 auf die T-Zellen ausübt. Hierzu
wurden die IL-2 Konzentrationen variiert.
Tabelle 4.3 Protokolle zur Aktivierung mit Beads-gekoppelten Antikörpern.
Protokoll Beads 1 Beads 2 Beads 3
Medium X-Vivo 10 X-Vivo 10 X-Vivo 10
Zusätze 10% HP 10% HP 10% HP
Aktivierung Beads beladen mit
mAb CD2/CD3/CD28
+ 20 U/ml IL-2 an Tag 3, 7 und 11
Beads beladen mit
mAb CD3/CD28
+ 20 U/ml IL-2
Beads beladen mit
mAb CD3/CD28
+ 100 U/ml IL-24 Ergebnisse 67
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4.2.4 Die Vitalität und Expansion primärer humaner T-Zellen unter
verschiedenen Aktivierungsprotokollen
Die isolierten T-Zellen wurden über 14 Tage expandiert. Abbildung 4.4 zeigt die Expansion
und  die Vitalität der aktivierten T-Zellen unter verschiedenen Aktivierungsprotokollen.
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Abbildung 4.4 Expansion und Vitalität kultivierter T-Zellen unter verschiedenen
Aktivierungsprotokollen. Es wurden primäre humane T-Zellen isoliert und zunächst mit den löslichen
Antikörpern CD3, CD28 + 1000 U/ml IL-2 sowie mit den Beads-gekoppelten Antikörpern wie unter Kapitel
4.2.3 beschrieben aktiviert (n = 7-9). Unter Verwendung dieser Aktivierungsprotokolle zeigte sich bereits ein
starker IL-2 Effekt hinsichtlich der Proliferation. Außerdem deutete sich an, dass die löslichen Antikörper selbst
einen Proliferationsreiz auf die T-Zellen ausüben könnten. Deswegen wurden zur Untersuchung der Expansion
weitere Aktivierungsprotokolle getestet, um die Effekte besser herauszuarbeiten (n = 3-4). Es kamen die
löslichen Antikörper CD3, CD28 zum Einsatz in Verbindung mit 20 U/ml sowie mit 100 U/ml IL-2. Außerdem
wurden die Beads-gekoppelten Antikörper CD3, CD28 in Kombination mit 1000 U/ml IL-2 verwendet.
Abbildung A. zeigt die Expansionsrate und B. die Vitalität der T-Zellen unter den verschiedenen
Aktivierungsprotokollen.68                                                                                                                              4 Ergebnisse
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Die mit den löslichen Antikörpern + 1000 U/ml IL-2  stimulierten T-Zellen nahmen zunächst
über die ersten 3 Tage ab, zeigten schließlich jedoch die stärkste Expansion (im Median
40fach). Die Vitalität fiel nicht unter 73% und unterschied sich damit ab Tag 7 von der
Vitalität der Zellen, die mit weniger IL-2 stimuliert wurden.
Die T-Zellen, die mit anti-CD2/CD3/CD28 Beads aktiviert wurden, wuchsen bis Tag 7 gut (2-
3fache Expansion im Median). Im Anschluss kam es jedoch zu einer kontinuierlichen
Abnahme. Diese Abnahme korrelierte auch mit der sinkenden Vitalität.
Es schien, als übte die erhöhte IL-2 Konzentration einen positiven Effekt auf den Erhalt der
Proliferation aus. Deswegen wurden die Versuche mit löslichen Antikörpern + 20 U/ml bzw.
+ 100 U/ml IL-2 durchgeführt. Es zeigte sich, dass die T-Zellen tatsächlich IL-2 abhängig
wuchsen. Unter Stimulierung mit den löslichen Antikörpern konnte die Expansion durch
Erhöhung der IL-2 Konzentration von 20 auf 100 U/ml um den Faktor 1,8 und durch
Erhöhung von 100 auf 1000 U/ml um den Faktor 23 gesteigert werden.
Jedoch schienen die löslichen Antikörper auch selbst einen Proliferationsreiz auszuüben, denn
die Expansionsraten lagen immer höher im Vergleich zu den T-Zellen, die mit Beads-
gekoppelten Antikörpern und der vergleichbaren IL-2 Konzentration aktiviert worden waren.
Obwohl bei den Versuchen mit anti-CD3/CD28 Beads + 20 vs. + 100 vs. + 1000 U/ml IL-2
auch IL-2 abhängige Unterschiede gezeigt werden konnten, fielen die Differnzen hinsichtlich
der Expansionsraten deutlich kleiner aus.
Hohe IL-2 Konzentrationen sowie die löslichen Antikörper selbst hatten zur Folge, dass die
Zellzahl zu Beginn bis Tag 2 oder 3 leicht abnahm. Diese Abnahme könnte auf eine verstärkte
Apoptose durch den AICD der Zellen zurückzuführen sein.
Schließlich muss noch festgehalten werden, dass sich die T-Zellen selbst unabhängig vom
Aktivierungsprotokoll sehr unterschiedlich verhalten. Es wurden interindividuelle ebenso wie
interexperimentelle Unterschiede festgestellt. Die T-Zellen einiger Spender ließen sich fast
immer gut expandieren, während andere Spender zur Expansion weniger geeignete T-Zellen
besaßen. Gleichzeitig zeigten sich auch Unterschiede zwischen den T-Zellen desselben
Spenders, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten gewonnen wurden. So expandierten die T-
Zellen desselben Spenders einmal 10fach und ein anderes Mal 70fach (aktiviert mit den
löslichen Antikörpern und 1000 U/ml IL-2). Entsprechend hohe interexperimentelle
Schwankungen wurde beobachtet (Tabelle 4.4).4 Ergebnisse 69
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Tabelle 4.4 Interexperimentelle Schwankungen hinsichtlich des Wachstums und der Vitalität CD3
selektierter T-Zellen in der der Zellkultur (n=7-9). Die Tabelle A. stellt die Expansionsraten als Faktor
ausgehend von der Zellzahl an Tag 0 dar, wobei jeweils die maximale Expansion, die mit dem jeweiligen
Protokoll erzielt wurde, gezeigt ist. Die Tabelle B. zeigt die Vitalität (%) an den Tagen 7 und 14.
A.
Protokoll  Lösliche  mAb
+ 1000 U/ml IL-2
Anti-CD2/CD3/CD28
Beads + 20 U/ml IL-2
Anti-CD3/CD28
Beads + 20 U/ml IL-2
Anti-CD3/CD28
Beads + 100 U/ml IL-2
Median 40 3,2 2,2 2,4
Bereich 1,4-122 2,7-3,3 1,1-6,6 1,4-15
Mittelwert 47 3,1 2,6 3,8
SD 45 0,4 1,6 4,6
B. Tag 7/Tag 14
Protokoll  Lösliche  mAb
+ 1000 U/ml IL-2
Anti-CD2/CD3/CD28
Beads + 20 U/ml IL-2
Anti-CD3/CD28
Beads + 20 U/ml IL-2
Anti-CD3/CD28
Beads + 100 U/ml IL-2
Median 75 70 80 33 71 41 60 54
Bereich 56-89 57-88 76-84 31-44 44-97 22-93 44-84 20-81
Mittelwert 74 73 80 36 70 18 66 17
SD 12 11 4 7 49 26 48 24
4.2.5 Expansion und Vitalität selektierter CD3
+ T-Zellen im Vergleich zu
mononukleären Zellen unter Aktivierung
Um zu überprüfen, ob die Isolierung der T-Zellen einen Effekt auf die Vitalität und
Expansionskapazität hat, wurden auch mononukleäre Zellen (MNZ) kultiviert. Eine
gemischte Zellkultur könnte einen positiven Effekt auf das Wachstum der T-Zellen haben,
weil von anderen Zellen ausgeschüttete Zytokine und Wachstumsfaktoren T-Zellen zur
Proliferation anregen können. In Abbildung 4.5 sind Vitalität und Zellzahl über 14 Tage
dargestellt. Hier fand sich kein Unterschied zwischen mittels RosetteSep isolierten T-Zellen
und T-Zellen in der Umgebung anderer mononukleärer Zellen.70                                                                                                                              4 Ergebnisse
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Abbildung 4.5 Wachstum CD3
+ selektierter T-Zellen und mononukleärer Zellen (n=4). In Abbildung A. ist
die Expansion und B. die Vitalität von RosetteSep isolierten T-Zellen (ņ) und CD3
+ T-Zellen in Umgebung
anderer mononukleärer Zellen (ņ) unter Stimulierung mit anti-CD3/CD28 Beads + 100 U/ml IL-2 dargestellt.
Die Kurven resultieren aus den gemittelten Daten von 4 unabhängigen Experimenten mit Zellen des jeweils
selben Spenders.
In dieser Versuchsreihe waren die interexperimentellen Schwankungen nicht sehr ausgeprägt.
Die T-Zellen der verschiedenen Spender - teilweise auch zu unterschiedlich Zeitpunkten
isoliert - ließen sich in einem ähnlichen Ausmaß expandieren, so dass die
Standardabweichung auffallend klein ausfiel (Tabelle 4.5).
Tabelle 4.5  Interexperimentelle Schwankungen in der Versuchsreihe zum Vergleich
des Wachstums zwischen selektierten T-Zellen und CD3
+ Zellen in Umgebung von
MNZ (n=4). Tabelle A. zeigt die Schwankungen in der jeweils maximalen Expansionrate
und B. der Vitalität (%) an Tag 7 und 14.
A.
Protokoll  RosetteSep  isolierte  T-Zellen  CD3
+ Zellen in Umgebung von MNZ
Median 2,3 2,3
Bereich 1,5-3 1,5-2,6
Mittelwert 2,3 2,1
SD 0,6 0,44 Ergebnisse 71
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B. Tag 7/Tag 14
Protokoll  RosetteSep  isolierte  T-Zellen  CD3
+ Zellen in Umgebung von MNZ
Median 68 48 74 47
Bereich 59-84 20-56 71-78 40-50
Mittelwert 70 43 74 46
SD 12 17 2,8 4,7
4.2.6 Expansionsrate und Vitalität von frisch aufgetauten T-Zellen
Da Spende, Aufreinigung und Gabe der Zellen nicht immer aufeinander abgestimmt werden
können, werden die Zellen nach der Selektion kontrolliert eingefroren. Bei Bedarf werden die
Zellen dann wieder aufgetaut und dem Patienten verabreicht. Dieses Verfahren findet sowohl
bei der SZT als auch der Gabe einer unmanipulierten DLI Anwendung.
Es stellt sich nun die Frage, ob dieses Verfahren auch sinnvoll angewendet werden kann,
wenn die Zellen direkt nach dem Auftauen transduziert werden sollen. Zur Untersuchung
dieser Frage wurden T-Zellen kontrolliert eingefroren und entsprechend der Anweisung aus
der Klinik (SOP; Methodenteil 3.2.4) aufgetaut. Die aufgetauten T-Zellen wurden in Kultur
genommen und über 14 Tage expandiert.72                                                                                                                              4 Ergebnisse
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Abbildung 4.6 Expansionrate und Vitalität von frisch aufgetauten Zellen. Es wurden kontrolliert
eingefrorene T-Zellen von 3 Spendern aufgetaut, in Kultur genommen und mit anti-CD3/CD28 Beads + 100
U/ml IL-2 stimuliert. Abbildung A. zeigt die Expansionsrate und B. die Vitalität (%) der aufgetauten Zellen.
Direkt nach dem Auftauen lag die Vitalität im Mittel nur bei 67% und sank in den folgenden
4 Tagen sogar auf 37%. Die Zellen erholten sich langsam wieder bis Tag 7 und erreichten
eine Vitaliät von 64%. Danach zeigte sich wieder ein Einbruch mit anschließend leichter
Erholung.
Da die T-Zellen für eine Suizidgenstrategie an den Tagen 3 und 4 transduziert werden sollen,
ist die Verwendung von aufgetauten Zellen nicht geeignet. Wenn nur tiefgefrorene Zellen zur
Verfügung stehen, müsste die Transduktion zeitlich nach hinten verschoben werden. Dadurch
würde die ex vivo Kulturperiode stark verlängert werden.
4.2.7 Expansion und Vitalität in der Zellkulturflasche und im Beutel
Für die klinische Anwendung ist es erstrebenswert, die ex vivo Kultur in einem Beutelsystem
durchzuführen, um die Kontaminationsgefahr gering zu halten. Deswegen sollte untersucht
werden, ob das Wachstum der T-Zellen im Beutel mit dem in der Zellkulturflasche
vergleichbar ist.4 Ergebnisse 73
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Abbildung 4.7 Expansion und Vitalität von T-Zellen in der Zellkulturflasche im Vergleich zur
Kultivierung in Beuteln. Die primären humanen T-Zellen wurden mittels der RosetteSep-Prozedur isoliert und
mit löslichen Antikörpern + 1000 U/ml IL-2 aktiviert (n=4). Abbildung A. zeigt die Expansion und B. die
Vitalität der T-Zellen in der Zellkulturflasche (ņ) und der T-Zellen im Beutel (ņ).
Obwohl sich die Vitalität der Zellen kaum unterschied, war das Wachstum im Beutel immer
schwächer als in einer Zellkulturflasche (mittlere Expansionsrate 4,5- vs. 8,2fach). Das
Wachstum der T-Zellen entsprach ansonsten den übrigen Experimenten mit löslichen
Antikörpern + 1000 U/ml IL-2 (Abbildung 4.4), d.h. die Zellzahl fiel zunächst leicht ab, stieg
dann aber kontinuierlich über 14 Tage an. Jedoch war die Expansionsrate im Median deutlich
geringer (6- vs. 40fach).
Es ist also möglich, für die klinische Anwendung auf ein Beutelsystem umzusteigen, ohne
dass die Vitalität der Zellen leidet. Jedoch muss mit einem geringeren Wachstum gerechnet
und die Zellzahl entsprechend adjustiert werden. Für die folgenden Experimente wurde immer
in der Flasche kultiviert, um eine einfache Probenentnahme zu ermöglichen.
Bei dieser Versuchsreihe zeigten sich sehr starke interexperimentelle Schwankungen (Tabelle
4.6). Hierdurch wird noch einmal deutlich, wie unterschiedlich die T-Zellen in Abhängigkeit
vom Spender sowie wahrscheinlich auch von dessen aktueller gesundheitlicher Konstitution
wachsen können.74                                                                                                                              4 Ergebnisse
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Tabelle 4.6 Interexperimentelle Schwankungen bei Wachstum und
Vitalität CD3 selektierter T-Zellen kultiviert in Zellkulturflaschen
und in Beuteln (n=4). Die Tabelle A. zeigt die Abweichungen in der
maximalen Expansionsrate und B. in der Vitalität (%) an Tag 7 und 14.
A.
Protokoll  T-Zellen  in  Zellkulturflaschen  T-Zellen  in  Beuteln
Median 6 2,6
Bereich 1,5-20 0,9-12
Mittelwert 8,3 4,6
SD 8,7 5
B.
Protokoll  T-Zellen  in  Zellkulturflaschen  T-Zellen  in  Beuteln
Median 78 62 79 56
Bereich 74-87 40-84 69-86 40-88
Mittelwert 79 62 78 60
SD 6 19 7,3 204 Ergebnisse 75
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4.3 Das Verhältnis von CD4
+ zu CD8
+ T-Zellen unter
Stimulierung
Physiologisch liegt das Verhältnis von CD4/CD8 im peripheren Blut eines Erwachsenen bei
1,7 (Bereich 0,9-4,5) (Fahey 1992); in der vorliegenden Arbeit lag nach der T-Zellselektion
im Mittel ein Verhältnis von 3,3 vor (Median 2,8; Bereich 2,1-5,4).
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Abbildung 4.8 Das Verhältnis von CD4
+ zu CD8
+ T-Zellen unter Stimulierung mit verschiedenen
Aktivierungsprotokollen. Die T-Zellen wurden isoliert und mit löslichen Antikörper + 1000 U/ml IL-2 (ņ),
anti-CD2/CD3/CD28 Beads + 20 U/ml IL-2 (ņ), anti-CD3/CD28 Beads + 20 U/ml IL-2 (ņ) oder mit anti-
CD3/CD28 Beads + 100 U/ml IL-2 (ņ) aktiviert. Um einen IL-2 Effekt besser darstellen zu können, wurden
außerdem noch selektierte CD3
+ T-Zellen mit löslichen Antikörpern + 20 U/ml IL-2 expandiert (ņ). Die
einzelnen Werte ergeben sich als Mittelwert aus 3-5 unabhängigen Experimenten.
Es fällt auf, dass die T-Zellen, die mit anti-CD3/CD28 Beads + 100 U/ml und mit den
löslichen Antikörpern + 1000 U/ml IL-2 aktiviert worden sind, eine stärkere Tendenz zur
Inversion des physiologischen CD4/CD8 Verhälnisses zeigten als die T-Zellen, die nur 20
U/ml IL-2 erhielten. Bei den Protokollen mit Beads-gekoppelten Antikörpern + 20 U/ml IL-2
stieg der Quotient sogar zunächst stark an, d.h. die CD4
+ T-Zellen wuchsen besonders stark.
Über den Zeitraum von 14 Tagen betrachtet blieb das Verhältnis nahezu unverändert. Dem
gegenüber scheint es, als würde eine höhere IL-2 Konzentration die CD8
+ T-Zellen bevorzugt
stimulieren, so dass der Quotient über 14 Tage betrachtet abnimmt. Um diesen IL-2 Effekt zu
überprüfen, wurden nachträglich Versuche mit löslichen Antikörpern CD3, CD28 + 20 U/ml
IL-2 (grau eingezeichnete Kurve) durchgeführt. Wie in der Abbildung zu erkennen fiel der76                                                                                                                              4 Ergebnisse
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Quotient trotz der geringen IL-2 Konzentration stark ab. Ab Tag 6 blieb das Verhältnis von
1:1 schließlich konstant bis Tag 14. Damit konnte gezeigt werden, dass die löslichen
Antikörper per se zumindest zu Beginn bevorzugt die CD8
+ T-Zellen stimulieren.
Im Vergleich lösliche Antikörper + 20 U/ml vs. + 100 U/ml IL-2 mit Zellen desselben
Spenders sank der Quotient mit der höheren IL-2 Konzentration stärker (Daten grafisch nicht
dargestellt). Daraus folgt, dass neben den löslichen Antikörpern wahrscheinlich auch die IL-2
Konzentration eine Rolle spielt hinsichtlich der Veränderung des CD4/CD8 Quotienten.
4.4 Einfluss der Aktivierung auf den Immunstatus primärer
humaner T-Zellen
Der Immunstatus wurde auf zwei verschiedene Arten ausgewertet: Zum einen wurde der
prozentuale Anteil der Subpopulation an den Gesamtlymphozyten ausgewertet. Andererseits
wurden die Absolutwerte in Zellen/µl über die gemessene Absolutzahl an Leukozyten
errechnet. Damit konnte eine absolute Zu- oder Abnahme der Subpopulationen dargestellt
werden, auch wenn ihr prozentualer Anteil nur gering war.
Tabelle 4.7 T-Zellsubpopulationen in Kultur nach Isolierung. Die CD3
+ T-Zellen wurden mittels der
RosetteSep-Prozedur oder unter Verwendung von CD3 Microbeads in Verbindung mit einer Säule
isoliert. Die Messung eines großen Immunstatus erfolgte direkt nach Inkulturnahme an Tag 0  (n=11).
Phenotype Funktion Median  [Zellen/µl]  Bereich  [Zellen/µl]
CD3
+ T-Zelle 1676 709-7074
CD4
+ T-Helferzelle (Th) 1327 535-4915
CD8
+ Zytotoxische T-Zelle (Tc) 437 183-2040
CD56
+ NK-Zelle 0 0-68
CD19
+ B-Zelle 0 0-51
CD3
+CD56
+ NKT-Zelle 8 1-65
CD8
+CD69
+ Frühe Aktivierung 11 2-223
CD8
+HLA-DR
+ Späte  Aktivierung 50 19-194
CD8
+CD45RA
+CD28
+  naive  Tc 118 0-603
CD8
+CD45RA
+ CD28
- Effektor Tc 246 61-1065
CD8
+CD45R0
+ CD8 Gedächtniszelle 85 31-605
CD4
+CD69
+ Frühe Aktivierung 7 2-320
CD4
+HLA-DR
+ Späte  Aktivierung 43 14-462
CD4
+CD45RA
+ naive Th 395 137-3202
CD4
+CD45RO
+ Gedächtnis  Th 404 189-2820
CD4
+CD25
+ CD4 Regulatorische T-Zelle 107 10-2384 Ergebnisse 77
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In Abbildung 4.9 sind die Veränderungen der Zellzahl als Faktor dargestellt. Das heißt, es
wurde ausgehend von den Absolutwerten (Zellen/µl) an Tag 0 für jede Subpopulation die
x-fache Expansion an den Tagen 3, 5, 7, 9, 12 und 14 berechnet, die bei Zunahme > 1 und bei
Abnahme < 1 ist.
Es ist zu erkennen, dass insbesondere die aktivierten T-Zellen (hellblau und lila) und die
Gedächtniszellen (rot) zunahmen unabhängig davon wie aktiviert wurde. Die naiven
Subtypen (grün) expandierten kaum oder nahmen sogar schon ab Tag 3 ab. In der Folge
invertierte das Verhältnis von naiven T-Zellen zu Gedächtniszellen. Eine Ausnahme bildeten
die naiven CD8 T-Zellen (CD8
+CD45RA
+CD28
+), die unter Stimulierung mit anti-
CD2/CD3/CD28 Beads + 20 U/ml IL-2 zunahmen. Diese Expansion war zu Beginn stark und
ebbte dann ab. Die Abnahme korrelierte mit der Abnahme der CD3
+ Zellen insgesamt
(Abbildung 4.4).
Bei der Aktivierung mit den löslichen Antikörpern fällt auf, dass die zytotoxischen
Effektorzellen (CD8
+CD45RA
+CD28
-; orange) zunahmen, obwohl sie unter Stimulierung mit
allen anderen Protokollen abnahmen.
Natürliche Killer T-Zellen (NKT-Zellen; CD3
+CD56
-) – in gelb dargestellt – zeigten eine
besonders starke Expansion unter Aktivierung mit löslichen Antikörpern. An Tag 9 fand
bereits eine 117fache und an Tag 14 sogar eine 2969fache Expansion im Median statt. Die
Expansion schien IL-2 abhängig zu sein, denn von 20 über 100 bis zu 1000 U/ml IL-2 erhöhte
sich die Expansionsrate jeweils um eine Zehnerpotenz.
Ebenso wie die NKT-Zellen schienen auch die regulatorischen CD4
+CD25
+ T-Zellen IL-2
abhängig zu wachsen. Um diese Abhängigkeit der beiden Subpopulationen zu überprüfen,
wurden T-Zellen desselben Spenders mit anti-CD3/CD28 Beads + 20 U/ml vs. + 1000 U/ml
IL-2 expandiert. Zwar wuchsen die CD4
+CD25
+ Zellen mit den 1000 U/ml besser als mit 20
U/ml IL-2, aber der Unterschied war gering (Faktor 1,5-2). Im Gegensatz dazu bestätigte sich,
dass die NKT-Zellen IL-2 abhängig wachsen. Das Wachstum war mit 1000 U/ml um den
Faktor 8 höher als mit 20 U/ml (grafisch nicht dargestellt).
Auffällig war, dass an Tag 3 mit den löslichen Antikörpern + 1000 U/ml IL-2 sowie mit anti-
CD3/CD28 Beads + 100 U/ml IL-2 kaum Veränderungen zu sehen waren, während unter
Stimulierung mit der geringen IL-2 Konzentration von 20 U/ml die aktivierten T-Zellen schon
stark zugenommen hatten. Diese Beobachtung entsprach auch den Expansionskurven der
CD3
+ T-Zellen insgesamt (Abbildung 4.4). Dabei ist zu erkennen, dass die Zellzahl mit78                                                                                                                              4 Ergebnisse
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höheren IL-2 Konzentrationen zunächst leicht abfiel. Dahingegen stieg die Zellzahl bei
Aktivierung mit 20 U/ml IL-2 sofort an.4 Ergebnisse 79
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Abbildung 4.9 A.
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Abbildung 4.9 B.
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Prozentual betrachtet dominierten die Gedächtniszellen und die T-Zellen mit frühen und
späten Aktivierungsmarkern auf der Oberfläche. Während diese Subpopulationen direkt nach
Selektion nur gering vertreten waren (< 5%), stieg ihr Anteil unter Expansion auf  > 50% an.
In Tabelle 4.3 ist die prozentuale Verteilung der Subpopulationen direkt nach Selektion
angegeben. Abbildung 4.10 zeigt für jedes Aktivierungsprotokoll den Anteil der zwei größten
Populationen an Tag 7 und 14.
Tabelle 4.8 Prozentualer Anteil der Subpopulationen direkt nach T-Zellisolierung. Die
CD3
+ T-Zellen wurden mittels der RosetteSep-Prozedur oder unter Verwendung von CD3
Microbeads in Verbindung mit einer Säule isoliert. Die Messung eines großen Immunstatus
erfolgte direkt nach Inkulturnahme an Tag 0  (n=11).
Phenotype Funktion Median  [%]  Bereich  [%]
CD3
+ T-Zelle 95.9 88.8-99.7
CD4
+ T-Helferzelle (Th) 72.1 65.4-81.9
CD8
+ Zytotoxische T-Zelle (Tc) 24.1 14.3-31.5
CD56
+ NK-Zelle 0.4 0-3.5
CD19
+ B-Zelle 0.3 0-2.6
CD3
+CD56
+ NKT-Zelle 0.9 0-2.8
CD8
+CD69
+ Frühe Aktivierung 1.2 0-4.8
CD8
+HLA-DR
+ Späte  Aktivierung 2.8 0.8-6.4
CD8
+CD45RA
+CD28
+  naive  Tc 8.9 0-22.7
CD8
+CD45RA
+ CD28
- Effektor Tc 10.2 2- 25
CD8
+CD45R0
+ CD8 Gedächtniszelle 5.4 2.8-11
CD4
+CD69
+ Frühe Aktivierung 2.2 0.2-15
CD4
+HLA-DR
+ Späte  Aktivierung 3.7 1.4-7
CD4
+CD45RA
+ naive Th 35.3 21-47
CD4
+CD45RO
+ Gedächtnis  Th 42.4 26-52
CD4
+CD25
+ CD4 Regulatorische T-Zelle 4.2 0.9-782                                                                                                                              4 Ergebnisse
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Abbildung 4.10 Veränderung des prozentualen Anteils im T-Helfer und T-Suppressor Kompartiment
unter 7-tägiger Stimulierung. Die Zusammensetzung der beiden größten T-Zellsubpopulationen in der Kultur
A. an Tag 7 und B. an Tag 14 nach Aktivierung mit löslichen Antikörpern + 1000 U/ml IL-2 (rot), anti-
CD2/CD3/CD28 Beads + 20 U/ml IL-2 (grün), anti-CD3/CD28 Beads + 20 U/ml IL-2 (blau) und mit anti-
CD3/CD28 Beads + 100 U/ml IL-2 (orange); n=3-5.4 Ergebnisse 83
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4.5 Verteilung der T-Zellsubpopulationen vor und nach
Transduktion mit dem retroviralen HSV-TK/CD34 Vektor
Für die immunologische Wirksamkeit ist die Entwicklung der T-Zellsubpopulationen unter
Stimulierung von Bedeutung. Es stellte sich nun jedoch auch die Frage, welche
Subpopulationen schließlich transduziert werden und damit die eigentlich manipulierte DLI
darstellen. Um dieser Frage nachzugehen, wurden T-Zellen zum einen mit löslichen und zum
anderen mit Beads-gekoppelten Antikörpern aktiviert und mit dem retroviralen Vektor HSV-
TK/CD34 transduziert. Die Transduktionseffizienz lag bei 10-20%. Durch die Expression des
CD34 Antigens auf der Zelloberfläche konnten die transduzierten (CD3
+CD34
+) von den
nicht transduzierten (CD3
+CD34
-) T-Zellen unterschieden werden. Parallel wurden Zellen
desselben Spenders aktiviert und kultiviert, aber nicht transduziert. So konnten die
Veränderungen bezüglich der immunolgischen Subtypen zwischen nur kultivierten und
transduzierten T-Zellen untersucht werden. Damit ließ sich der Einfluss des
Transduktionsprozesses per se bestimmen.
Die Aktivierung mit löslichen Antikörpern hatte zur Folge, dass hauptsächlich CD8
+ T-Zellen
transduziert wurden, während CD4
+ T-Zellen nahezu resistent erschienen: Die mittlere
Transduktioneffizienz bezogen auf die CD8
+ Zellen lag bei 92%. Jedoch konnten nur 5%
CD4
+ Zellen transduziert werden.
Entsprechend weniger wurden auch CD4
+ gegenüber CD8
+ Gedächnizellen transduziert,
wobei Gedächtniszellen noch besser transduzierbar waren als naive T-Zellen. Insbesondere
die naiven CD4
+ konnten kaum transduziert werden, während sich in der untransduzierten
CD34
- Fraktion 38% CD4
+CD45RA
+ Zellen befanden. Naive CD8
+CD45RA
+CD28
+ Zellen
waren gut transduzierbar. Die zytotoxischen Effektozellen (CD8
+CD45RA
+CD28
-) waren
nach der Transduktion verschwunden.
Regulatorische T-Zellen (CD4
+CD25
+) und NKT-Zellen (CD3
+CD56
+) ließen sich zwar
transduzieren, stellten aber bezogen auf die gesamte CD34
+ Population keinen großen Anteil
dar. Im Gegensatz dazu waren die aktivierten CD8
+ T-Zellen (CD8
+CD69
+ und CD8
+HLA-
DR
+) in der CD34
+ Population besonders stark vertreten. Da ihr Anteil so hoch lag, dass
insgesamt 100% überschritten wurden, ist anzunehmen, dass andere Subtypen zusätzlich
Aktivierungsmarker exprimierten (doppeltpositive Zellen). Der frühe Aktivierungsmarker
CD69 wurde häufiger exprimiert als der späte Marker HLA-DR. Dieses Phänomen korrelierte
auch mit den Expansionsdaten der Subpopulationen (Abbildung 4.9).84                                                                                                                              4 Ergebnisse
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Abbildung 4.11 Verteilung der T-Zellsubpopulationen vor und nach Transduktion unter Aktivierung mit
löslichen Antikörpern. Die CD3
+ T-Zellen wurden isoliert und mit den löslichen Antikörpern CD3, CD28 +
1000 U/ml IL-2 aktiviert. Die Transduktion mit dem Vektor HSV-TK/CD34 fand an den Tagen 3 und 4 statt
(n=3). Die Messungen der Lymphozytensubpopulationen erfolgten an Tag 7.  Die transduzierten Zellen wurden
über das neu exprimierte Oberflächenantigen CD34 bestimmt (CD34
+ Population = rot), während die nicht
transduzierten T-Zellen immunphänotypisch CD3
+CD34
-blieben (grün). Parallel wurden T-Zellen kultiviert, die
nicht zur Transduktion verwendet wurden (blau). Diese T-Zellen dienten zum immunphänotypischen Vergleich
mit den transduzierten T-Zellen.
Im Unterschied zu den löslichen Antikörpern konnte mit den Beads-gekoppelten Antikörpern
zur Aktivierung der T-Zellen erreicht werden, dass die Subpopulationen nahezu homogen
transduziert wurden. Die Transduktionseffizienz bezogen auf die CD4
+ und CD8
+ Zellen lag
bei 51 bzw. 46%.
In der CD34
+ Fraktion befanden sich lediglich 5% naive CD4
+CD45RA
+ T-Zellen. Jedoch lag
ihr Anteil in der CD34
- Population (10%) sowie in der mitgeführten, aber nicht der
Transduktion unterzogenen Kultur (13%) auch nicht sehr viel höher. Ebenso wie bei der
Transduktion unter Aktivierung mit den löslichen Antikörpern war der Anteil der
CD8
+CD45RA
+CD28
+ Zellen in der CD34
+ größer als in der CD34
- Population und der
mitgeführten Kultur, jedoch mit einem marginalen Unterschied. Die zytoxischen
Effektorzellen (CD8
+CD45RA
+CD28
-) verschwanden.4 Ergebnisse 85
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Die regulatorischen CD4
+CD25
+ T-Zellen waren in allen Gruppen stark vertreten, während
sich die NKT-Zellen lediglich in der CD34
+ Population wiederfinden ließen. Die aktivierten
T-Zellen waren in allen Gruppen ähnlich stark vertreten mit Ausnahme der CD8
+HLA-DR
+
Zellen, die von der mitgeführten, aber nicht der Transduktion unterzogenen Kultur über die
CD34
- Population bis zur CD34
+ Population zunahmen.
A.       B.
CD3+CD4+
CD4+CD45RO+
CD4+CD45RA+
CD3+CD8+
CD8+CD45RO+
CD8+CD45RA+CD28+
CD8+CD45RA+CD28-
CD4+CD25+
CD3+CD56+
0
20
40
60
80
100
CD4+CD69+
CD4+HLA-DR+
CD8+CD69+
CD8+HLA-DR+
0
20
40
60
80
100
T-Zellsubpopulation
A
n
t
e
i
l
 
[
%
]
Abbildung 4.12 Verteilung der T-Zellsubpopulationen vor und nach Transduktion unter Aktivierung mit
Beads-gekoppelten Antikörpern. Die CD3
+ T-Zellen wurden isoliert und mit den Beads-gekoppelten
Antikörpern CD2, CD3 und CD28 + 20 U/ml IL-2 aktiviert. Die Transduktion mit dem Vektor HSV-TK/CD34
fand an den Tagen 3 und 4 statt (n=3). Die Messungen der Lymphozytensubpopulationen erfolgten an Tag 7.
Die transduzierten Zellen wurden über das neu exprimierte Oberflächenantigen CD34 bestimmt (CD34
+
Population = rot), während die nicht transduzierten T-Zellen immunphänotypisch CD3
+CD34
- blieben (grün).
Parallel wurden T-Zellen kultiviert, die nicht zur Transduktion verwendet wurden (blau). Diese T-Zellen dienten
zum immunphänotypischen Vergleich mit den transduzierten T-Zellen.86                                                                                                                              4 Ergebnisse
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4.6 Expansion CMV-spezifischer T-Zellen nach Aktivierung und
nach Transduktion
In Abbildung 4.13 sind die gemittelten Expansionskurven der CD3
+CD8
+ CMV-spezifischen
T-Zellen dargestellt. Unabhängig von der Art der Aktivierung nahmen die CMV-spezifischen
T-Zellen in der ersten Woche zunächst ab, erholten sich dann aber wieder. Die stärkste
Expansion konnte schließlich mit den löslichen Antikörpern erzielt werden. Nach 12 Tagen
hatten sich die Zellen im Median um das 57fache vermehrt. Diese Beobachtung korreliert
auch mit der Expansion der CD3
+ Zellen insgesamt (Abbildung 4.4) sowie mit der Tendenz,
dass die löslichen Antikörper verstärkt CD8
+ T-Zellen zur Proliferation anregen (Abbildung
4.8).
Während die Aktivierung mit anti-CD3/CD28 Beads + 20 U/ml und + 100 U/ml IL-2 eine 2-
3fache Expansion bewirkte, blieb die Zahl CMV-spezifischer T-Zellen nach Aktivierung mit
anti-CD2/CD3/CD28 + 20 U/ml IL-2 bezogen auf 12 Tage konstant. Die Expansion mit
Beads-gekoppelten Antikörpern und 100 U/ml IL-2 war gegenüber 20 U/ml stärker. Ergo ließ
sich auch bei den CMV-spezifischen CD3
+CD8
+ T-Tellen ein IL-2 Effekt auf die
Proliferation zeigen.
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Abbildung 4.14 Expansion CMV-spezifischer T-Zellen nach Aktivierung mit unterschiedlichen
Protokollen. Die Expansion CMV-spezifischer T-Zellen wurde über 14 Tage unter Aktivierung mit löslichen
Antikörpern + 1000 U/ml IL-2 (ņ), anti-CD2/CD3/CD28 Beads + 20 U/ml IL-2 (ņ), anti-CD3/CD28 Beads + 20
U/ml IL-2 (ņ) und anti-CD3/CD28 Beads + 100 U/ml IL-2 (ņ) bestimmt. Die Kurven stellen die gemittelten
Werte aus 3-4 unabhängigen Versuchen dar.4 Ergebnisse 87
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Die besonders starke Expansion mit den löslichen Antikörpern + 1000 U/ml IL-2 lässt sich
jedoch wahrscheinlich primär auf die löslichen Antikörper selbst zurückführen. Denn in
einem einzelnen Experiment mit Beads-gekoppelten Antikörpern + 20 vs. + 1000 U/ml IL-2
konnte nur ein mäßiger IL-2 Effekt demonstriert werden.
Wie schon bei der Expansion der CD3
+ T-Zellen dargestellt, zeigten sich auch bei der
Expansion CMV-spezifischer CD3
+CD8
+ T-Zellen sehr starke Schwankungen zwischen den
einzelnen Versuchen (Tabelle 4.9).
Tabelle 4.9 Interexperimentelle Schwankunken in der Expansion CMV-spezifischer T-Zellen nach
Aktivierung mit verschiedenen Protokollen (n=3-4). Die Tabelle stellt die Expansionsraten als Faktor
ausgehend von der Zellzahl an Tag 0 bis Tag 12 dar. Der Faktor Tag 12/Tag 0 entspricht der maximalen
Expansion.
Protokoll  Lösliche  mAb
+ 1000 U/ml I-2
Anti-CD2/CD3/CD28
Beads + 20 U/ml IL-2
Anti-CD3/CD28
Beads + 20 U/ml IL-2
Anti-CD3/CD28
Beads + 100 U/ml IL-2
Median 69 1,3 2,5 3,6
Bereich 12-70 1-1,4 0,5-3,9 2-4,8
Mittelwert 44 1,2 2,7 2,9
SD 29 0,2 1,7 1,2
Analog zu der allgemein erzielten Transduktioneffizienz (10-20%), konnten 13% der in der
Kultur vorhandenen CMV-spezifischen T-Zellen unabhängig vom angewandten
Aktivierungsprotokoll transduziert werden.88                                                                                                                              4 Ergebnisse
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4.7 Zytokinausschüttung unter Stimulierung
Es wurden Th1- und Th2-Zytokine gemessen. Nach Aktivierung schütten T-Zellen die
Zytokine des Th1- und des Th2-Zweiges aus. Findet eine Verschiebung in die eine oder andere
Richtung statt, deutet sich ein Funktonalitätsverlust an. Insgesamt ist die Zytokinausschüttung
ein Parameter zur Messung der Funktionalität immunkompetenter Zellen. Als Th1- Zytokine
wurden IL-4, -6, und -10 und als Th2-Zytokine IL-2, TNF-Į und IFN-Ȗ bestimmt. Die
Interpretation der gemessenen Werte für IL-2 wurde nicht vorgenommen, da IL-2 selbst
schon Bestandteil der Aktivierung war. Die Zytokinausschüttung wurde über 7 Tage
beobachtet. Vor und nach der T-Zellselektion lag die Zytokinkonzentration unter der
Nachweisgrenze.
Die stärkste Ausschüttung während der T-Zellaktivierung erfolgte innerhalb der ersten 96 h.
IFN-Ȗ wurde besonders heftig ausgeschüttet, nach 48 h lag die Konzentration sogar teilweise
außerhalb des maximalen Messbereichs. Insgesamt war die Zytokinausschüttung nach
Stimulierung mit Beads-gekoppelten Antikörpern höher als mit löslichen Antikörpern.
Innerhalb der ersten 48 h zeigten die T-Zellen, die mit anti-CD2/CD3/CD28 Beads + 20 U/ml
IL-2 aktiviert worden waren, die stärkste Ausschüttung. Nach 72 h sanken die Spiegel in der
Zellkultur jedoch wieder. Nach 96-168 h zeigten sich in der Zytokinausschüttung keine
Unterschiede mehr zwischen den Aktivierungsprotokollen mit den löslichen Antikörpern und
mit Beads-gekoppelten Antikörpern. Die Abnahme der Zytokinspiegel nach 168 h bei den T-
Zellen, die über Beads aktiviert wurden, korrelierte mit der fallenden Zellzahl dieser T-Zellen
insgesamt (Abbildung 4.4). Im Unterschied dazu stieg die Zellzahl bei den T-Zellen, die mit
den löslichen Antikörpern aktiviert worden waren, während die Zytokinkonzentration
vergleichbar war.
Unabhängig vom Aktivierungsprotokoll konnte keine Verschiebung in der Th1/Th2-
Zytokinausschüttung detektiert werden.4 Ergebnisse 89
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Abbildung 4.15 Zytokinausschüttung unter T-Zellexpansion mit verschiedenen Aktivierungsprotokollen.
Die Zytokinkonzentrationen wurden 2, 24, 48, 72, 96 und 168 h nach Inkulturnahme und Stimulierung mit
löslichen Antikörpern + 1000 U/ml IL-2 (Ɣ), Beads beladen mit anti-CD2/CD3/CD28 + 20 U/ml IL-2 (Ŷ),
Beads beladen mit anti-CD3/CD28 + 20 U/ml IL-2 (ź) und Beads beladen mit anti-CD3/CD28 + 100 U/ml IL-
2  (Ƈ ) bestimmt. Die Striche zwischen den einzelnen Messwerten markieren den Median. Ist kein Median
dargestellt, beträgt sein Wert null. Die T-Zellen stammten von je 3 verschiedenen Spendern pro Protokoll
gemessen und sowie wenn möglich dargestellt im Triplikat. Die Zytokinkonzentration wurde entsprechend der in
der Kultur vorhandenen Zellzahl zum Vergleich angepasst. Werte > 5000 pg/ml wurden extrapoliert.90                                                                                                                              4 Ergebnisse
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4.8 Expansion von CD34
+ Stammzellen in T-Zellmedien
In den ersten klinischen Studien mit Suizidgen transduzierten T-Zellen wurden mononukleäre
Zellen zur Transduktion verwendet. Durch die Wahl des Mediums und dessen Zusätze zur
spezifischen Stimulierung der T-Zellen sollte die Kultur schließlich auch nur noch aus T-
Zellen bestehen. Es verbleiben jedoch auch andere Populationen in der Kultur wie z.B.
hämatopoetische Stammzellen, die sich zu einem geringen Anteil im peripheren Blut
befinden.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden alle Versuche mit selektierten T-Zellen
durchgeführt, um die Sicherheit der Gentherapie zu erhöhen. Die Isolierung und Kultivierung
CD3
+ Zellen hatte keinen Nachteil auf das Überleben im Vergleich mit Ficoll getrennten
MNZ (Abbildung 4.5).
Um zu untersuchen, ob sich Stammzellen unter T-Zellstimulierung von Ficoll getrennten
MNZ expandieren lassen, wurden periphere Blutstammzellen (PBSC) ficollisiert und in
Kultur genommen. Wenn die ficollisierten PBSC nicht genügend Stammzellen enthielten,
wurden außerdem die verbliebenen Restmengen der CD34 Selektion aus den
Qualitätskontrollröhrchen nach Freigabe von Stammzelltransplantaten anonymisiert
verwendet. Ein entsprechendes Ethikvotum lag vor.
So befanden sich genügend Stammzellen in der Kultur, die über den Oberflächenmarke CD34
identifizierbar waren, um eine Expansion verfolgen zu können.4 Ergebnisse 91
___________________________________________________________________________
0 2 4 6 8 10 12
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
1600
Tag
S
Z
 
a
b
s
o
l
u
t
 
[
1
0
3
]
Abbildung 4.16 Expansion von Stammzellen unter T-Zellstimulierungsprotokollen. Die verbliebenen
Restmengen PBSC wurden ficollisiert und mit löslichen Antikörpern + 1000 U/ml IL-2 (ņ) oder anti-CD3/CD28
Beads + 100 U/ml IL-2 (ņ) stimuliert. Die Expansion von CD34
+ Stammzellen (SZ) unter T-Zellstimulierung
wurde über 12 Tage bestimmt.
Während unter Stimulierung mit den Beads-gekoppelten Antikörpern die Stammzellen
zunächst ab- und dann erst ab Tag 2 zunahmen, stieg die Zahl nach Aktivierung mit den
löslichen Antikörpern sofort ab Inkulturnahme.
Ab Tag 5 oder teilweise auch erst später fiel die Zahl der Stammzellen dann aber rapide ab.
Dieser Abfall stand auch in Verbindung mit einer stark sinkenden Vitalität. Die Vitalität sank
im Median von 89% auf 28% innerhalb der ersten 7 Tage.
Es kann somit nicht ausgeschlossen werden, dass auch in unstimulierten Apheresaten oder
peripherem Blut residuale Stammzellen unter einem T-Zellstimulierungsprotokoll
proliferieren. Beim Einsatz eines unselektierten Ausgangsmaterials zur Suizidgenstrategie
besteht dann die Gefahr, dass hämatopoetische Stammzellen transduziert  werden
(insbesondere wenn an den Tagen 3, 4 und 5 transduziert wird) und durch
Insertionsmutagenese klonal entarten.92
___________________________________________________________________________5 Diskussion 93
___________________________________________________________________________
5. Diskussion
Akute Leukämien sind die häufigsten malignen Erkrankungen im Kindesalter. Insbesondere
für die lympathische Form sind die Heilungschancen heute sehr groß. Betrachtet man alle
zwischen 1980 und 2003 beim Deutschen Kinderkrebsregister gemeldeten lymphatischen
Leukämien, so ist eine 10-Jahresüberlebenswahrscheinlichkeit von 78% zu verzeichnen
(Kaatsch et al. 2004). Die 10-Jahresüberlebenswahrscheinlichkeit aller malignen
Erkrankungen zusammen liegt bei 72%. Unterdurchschnittliche Heilungschancen haben
Kinder mit nicht-lymphatischen Leukämien. Obwohl seit Ende der 70er Jahre die
Überlebenswahrscheinlichkeit und das krankheitsfreie Überleben (DFS; disease free survival)
deutlich verbessert werden konnten (Creutzig, et al. 2005), liegt die 10-
Jahresüberlebenswahrscheinlichkeit nur bei 47%.
Zur Verbesserung der Heilungschancen trug die Intensivierung der Chemotherapie, aber auch
die Einführung der Stammzelltransplantation (SZT) bei. Jedoch stellt die Toxizität der
allogenen SZT nach wie vor ein Problem dar (Georges und Storb 2003, Moore und Sakamoto
2005). Zum einen wird der Patient durch die Konditionierung in die Aplasie gedrängt und ist
damit hochgradig gefährdet mit Hinblick auf infektiöse Komplikationen. Zum anderen kann
das Transplantat abgestoßen werden oder die residualen T-Zellen im Transplantat können das
gesunde Gewebe des Patienten angreifen. Beim letzteren entwickelt sich eine GVHD, die
auch tödlich verlaufen kann. Um diese schwerwiegende Nebenwirkung der allogenen SZT zu
verhindern, können die T-Zellen aus dem Transplantat depletiert werden. Alternativ besteht
die Möglichkeit, die T-Zellen vor Transplantation zu isolieren und genetisch so zu verändern,
dass sie mit einem effektiven Suizidmechanismus ausgestattet sind. In ersten klinischen
Studien mit Erwachsenen konnte gezeigt werden, dass die Suizidstrategie grundsätzlich
funktioniert (Bonini, et al. 1997, Link, et al. 1999, Tiberghien 2001). Als Suizidgen wurde die
Thymidinkinase des Herpes-Simplex-Virus I (HSV-TK) in Verbindung mit einem
Selektionsmarker eingesetzt. Als Selektionsmarker zur Aufreinigung der transduzierten
Zellen diente entweder ein Gentamycin Resistenzgen oder das Gen für den transmembranären
Rezeptor LNGFR (low affinity nerve growth factor-receptor), wobei die immunomagnetische
Anreicherung über einen Oberflächenmarker wahrscheinlich besser ist als über ein
Resistenzgen. Durch die Kultivierung der transduzierten Zellen in Gentamycin über 8 Tage
scheinen sich die EBV-spezifischen T-Zellen zu verlieren, während dies durch Aufreinigung
über eine Säule nicht der Fall ist (Sauce, et al. 2002).94                                                                                                                              5 Diskussion
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Weitere Suizidkonstrukte werden derzeit erforscht. Für die klinische Anwendung ist
insbesondere das CD20 Gen interessant. Dieses Oberflächenantigen bietet sich einerseits zur
Selektion der transduzierten Zellen an, andererseits kann es als Suizidgen fungieren. Als
Suizidinduktor wird der Antikörper Rituximab (Mabthera®) verwendet, der als
Fertigarzneimittel zur Behandlung des Lymphoms zugelassen ist.
In der vorliegenden Arbeit wurde als therapeutisches Transgen die HSV-TK verwendet,
fusioniert an den Oberflächenmarker tCD34. Die Selektion der transduzierten Zellen über
CD34 bietet den Vorteil, dass hierfür immunomagnetische Beads zur klinischen Anwendung
zur Verfügung stehen. Das Suizidgen HSV-TK erwies sich bereits in klinischen Studien als
sicher. Der verwendete Virusüberstand wurde GMP-konform produziert, so dass die
Bedingungen für eine klinische Anwendung diesbezüglich erfüllt waren. Diese Bemühungen
lagen darin begründet, dass die T-Zellfunktionalität möglichst unter klinischen Bedingungen
untersucht werden sollte, so dass die Übertragbarkeit der Ergebnisse in die Klinik
gewährleistet ist. Entsprechend wurden auch das Medium und die Zusätze ausgewählt. Die
Beads aus dem T Cell Activation/Expansion Kit von Miltenyi sind zwar noch nicht für die
klinische Anwendung zugelassen, die Firma strebt eine entsprechende Zulassung jedoch an.
Mit Ausnahme des löslichen mAb CD28, der nicht als clinical grade zur Verfügung steht,
sind alle Zusätze für die Klinik zugelassen. Das Medium ist ebenso klinisch zugelassen und
wurde so ausgewählt, dass weder ein Antibiotikum noch der Farbindikator Phenolrot
enthalten ist.
5.1 Isolierung und Expansion primärer humaner T-Zellen
In den genannten klinischen Studien fand keine CD3 Selektion zur Isolierung der T-Zellen
statt, sondern es wurden mononukleäre Zellen (MNZ) kultiviert, die über eine Ficoll-
Dichtegradiententrennung gewonnen wurden. Unter den MNZ können sich auch
hämatopoetische Stammzellen befinden, die dann transduziert werden könnten. Wie
einleitend beschrieben, birgt die Transduktion hämatopoetischer Stammzellen das Risiko
einer Entartung durch Insertionsmutagenese. Natürlich lässt sich eine Entartung auch bei T-
Zellen nicht ausschließen, da die retrovirale Genfähre zu 50% innerhalb von Genen und zu
32% in der Nähe von Transkriptionsstartpunkten integriert wird (Giordano, et al. 2006).  Bis
heute wurde zwar kein einziger Fall einer Leukämie durch Insertionsmutagenese in5 Diskussion 95
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transduzierten T-Zellen publiziert, aber es ist auf jeden Fall sicherer, die T-Zellen
anzureichern statt eine gemischte Zellpopulation zu transduzieren. Auch wenn sich durch die
T-Zell-spezifische Stimulierung fast nur noch T-Zellen in der Kultur befinden, ist die
Aktivierung von MNZ mit Unsicherheiten verbunden. Zum einen befinden sich in der DLI
viele tote Zellen, die sich durch eine Ficoll-Separation nicht komplett abtrennen lassen. Es ist
nicht klar, ob tote Zellen bzw. eventuell freigewordene Zytokine dem Patienten schaden
können. Auf keinen Fall nützen sie ihm. Zum anderen werden auch andere Zellpopulationen
mit der DLI infundiert, die nur in einer klinischen Studie charakterisiert wurden. Nach einem
zwölftägigen Manipulationsprozess einschließlich Aktivierung, Transduktion und Selektion
befanden sich unter den genmodifizierten Zellen (GMC; gene modified cell) 90,5% T-Zellen
im Median (Bereich 71,4-97,2) und hauptsächlich NK-Zellen (Tiberghien, et al. 2001). Die
Kontamination mit Stammzellen wurde nicht untersucht. Wenn sich jedoch Stammzellen in
der manipulierten DLI befänden, lägen sie möglicherweise unter der Nachweisgrenze, die für
die Durchflusszytometrie bei ca. 10
-3-10
-4 Zellen liegt (Lion und Kovar 2004). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass CD34
+ Stammzellen unter den eingesetzten
T-Zellstimulierungsprotokollen in den ersten Tagen der Kultivierung nachweisbar und vital
waren bzw. geringfügig expandierten (Abbildung 4.16).
Die T-Lymphozyten ließen sich in der vorliegenden Arbeit im klinischen Maßstab in hoher
Reinheit isolieren, wobei kein Unterschied zwischen der Aufreinigung über
immunomagnetische CD3 und CD4/CD8 Antikörper festzustellen war. Die Selektion über
CD4/CD8 ist zwar doppelt so teuer, weil zwei Reagents eingesetzt werden müssen. Dennoch
ist die CD4/CD8 Selektion der CD3 Selektion eindeutig vorzuziehen, da hierbei der T-
Zellrezeptor untouched bleibt, und keine Interferenz mit der Aktivierung über CD3 stattfinden
kann. Die Ausbeute war über CD4/CD8 sogar höher als über CD3 (63 vs. 55%; Tabelle 4.1).
Die Expansion der isolierten T-Zellen war vergleichbar mit dem Wachstum der CD3
+ Zellen
in einer MNZ Kultur (Abbildung 4.5). Insgesamt war die Expansion der CD3
+ T-Zellen, die
mit Beads-gekoppelten Antikörpern aktiviert worden waren, eher gering (im Median 2-3fache
Expansion als Maximum). Im Gegensatz dazu konnten die CD3
+ T-Zellen mit den löslichen
Antikörpern so stark aktiviert werden, dass die Expansionsrate an Tag 14 bei 40 im Median
mit steigender Tendenz lag.
In einer Studie mit „X-cyte Beads“ (Bead/Zell-Verhältnis 3:1), die mit CD3 und CD28 mAb
beladen waren, konnte eine doppelt so hohe Expansionsrate erzielt werden (6,3fach an Tag96                                                                                                                              5 Diskussion
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10). Gleichzeitig konnte mit löslichen CD3 und CD28 mAb nur eine Expansionsrate von 3,6
erreicht werden. Die IL-2 Konzentration war bei beiden Protokollen 200 U/ml (Bondanza, et
al. 2005). In einer anderen Studie wurden anti-CD3/CD28 „Dynal-Beads“ (Bead/Zell-
Verhältnis 1:1) + 20 U/ml IL-2 verwendet. Die aktivierten T-Zellen expandierten 20fach
innerhalb von 14 Tagen (Trickett und Kwan 2003). In einen Großansatz von Orchard et al.
expandierten die T-Zellen um das 43fache bis Tag 13 (Orchard, et al. 2002), während in einer
anderen Arbeitsgruppe sogar noch höhere Expansionsraten erreicht wurden. Nach
Aktivierung mit „X-cyte Beads“ (Bead/Zell-Verhältnis 1:1) zeigten die T-Zellen eine
> 100fache Expansion innerhalb von 10 Tagen (Kalamasz, et al. 2004). Die Expansionsdaten
aus den unterschiedlichen Arbeitsgruppen sind sehr heterogen und aus verschiedenen
Gründen nur schwer miteinander vergleichbar. Zum einen stellt sich die Frage nach der
Messmethodik: In der vorliegenden Arbeit wurde die sogenannte „single-platform“-Methode
angewandt, d.h. mit nur einer Analyse im Durchflusszytometer (CD45-FITC/CD3-PE/7AAD)
wurden die toten Zellen ausgeschlossen und damit nur die vitalen T-Zellen mit Hilfe eines
internen Standards (Flow-Count™ Fluorospheres) gezählt. Dadurch, dass die toten Zellen
parallel zum Zählprozess ausgeschlossen wurden, ist die Fehleranfälligkeit deutlich geringer
als mit einem hämatologischen Zählgerät (z.B. Coulter-Counter) oder der Tryptanblaufärbung
unter Verwendung der Neubauer-Kammer. In den o.g. Studien wurde entweder ein
hämatologisches Zählgerät oder die Tryptanblaufärbung in Verbindung mit einer
durchflusszytometrischen Analyse angewandt, so dass sehr starke Ungenauigkeiten bestehen
könnten.
Zum anderen bestehen sehr starke interindividuelle Unterschiede zwischen der
Expansionsfähigkeit der T-Zellen von unterschiedlichen Spendern. In der vorliegenden Arbeit
wurden immer verschiedene Spender gewählt und die schwachen Expansionsdaten nicht von
der Gesamtanalyse ausgeschlossen. Außerdem ließen sich die T-Zellen desselben Spenders
isoliert an verschiedenen Zeitpunkten auch sehr unterschiedlich expandieren, so dass auch
beträchtliche intraindividuelle Unterschiede zu berücksichtigen sind. Interexperimentell
ergaben sich zum Teil enorme Unterschiede: Die Standardabweichung betrug bis zu 150% der
Mittelwerte. Ähnlich starke Schwankungen wurden schon von anderen beobachtet (Qasim, et
al. 2003), und in einer klinischen Studien konnten sogar drei Patienten nicht mit der
vorgesehenen DLI behandelt werden, weil sich die T-Zellen überhaupt nicht expandieren
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Des Weiteren erscheint das aktuell vorliegende Protokoll der Firma Miltenyi zur Aktivierung
und Expansion von T-Zellen (T Cell Activation/Expansion Kit) noch nicht ausgereift. Die
IL-2 Konzentration sollte von 20 auf 50-100 U/ml erhöht werden, und die Zugabe sollte
schon an Tag 0 erfolgen. Dadurch könnte ein anhaltender Proliferationsstimulus erreicht
werden. Insgesamt konnte demonstriert werden, dass die T-Zellen IL-2 abhängig wachsen,
wobei dieser postitive IL-2 Effekt stärker bei der Stimulierung mit den löslichen Antikörpern
zur Geltung kam. Es muss geschlussfolgert werden, dass die hohen Expansionsraten auch
durch die löslichen Antikörper per se ausgelöst wurden.
Sehr wahrscheinlich ist das im Protokoll angegebene Bead/Zell-Verhältnis von 1:2 zu gering.
Insbesondere wenn in einer Zellkulturflasche oder im Beutel expandiert werden soll, erscheint
das Verhältnis zu klein, da sich die Beads und die Zellen in einem großen Volumen schlechter
finden. Auf Nachfrage bei der Firma Miltenyi wurde mitgeteilt, dass die Versuche in deren
Labor hauptsächlich in Lochplatten mit einem kleinen Volumen durchgeführt wurden.
In Bezug auf das Bead/Zell-Verhältnis besteht für die Beads der Firma Miltenyi sicherlich
noch Forschungsbedarf.
Alternativ zur Expansion der T-Zellen könnte auch eine ausreichend hohe Zellzahl von
Beginn an transduziert werden, um eine DLI für die Suizidstrategie herzustellen. Hierdurch
würde auch das Problem umgangen werden, dass sich die T-Zellen nicht von jedem Spender
expandieren lassen. Sicherlich würde diese Vorgehensweise einen hohen logistischen wie
finanziellen Aufwand bedeuten, da für einen sicheren GvL-Effekt ca. 1x10
8 Zellen/kg
Körpergewicht benötigt werden (Shiobara, et al. 2001). Bei einem Kind mit 50 kg
Körpergewicht entspricht das einer Zellmenge von 5x10
9 Zellen absolut, so dass bei einer
mittleren Transduktionseffizienz von 10% von Beginn an 5x10
10 Zellen transduziert werden
müssten. Bei einer Zellkonzentration von 2,5x10
6/ml entspräche das einem Volumen von 20 l.
In den ersten klinischen Studien sowie in der vorliegenden Arbeit wurde jedoch zur
Transduktion eine Zellkonzentration von nur 1x10
6/ml gewählt, so dass das anfängliche
Volumen auf  50 l verdünnt werden müsste. Um diese große Menge handhaben zu können,
müsste zum einen die Virusproduktion automatisiert werden. Die Transduktionseffizienz
dürfte jedoch nicht zu sehr erhöht werden, auch wenn sich dadurch die anfängliche Zellzahl
deutlich reduzieren ließe. Denn bei einer Transduktionseffizienz von > 30% muss davon
ausgegangen werden, dass pro Zelle mehr als eine Vektorintegration stattgefunden hat (Fehse,
et al. 2002). Das gilt es aus Sicherheitsgründen zu verhindern. Zum anderen müssten Material98                                                                                                                              5 Diskussion
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(Zellkulturflaschen oder Beutel) und Geräte (Zentrifugen) mit entsprechender Kapazität
entwickelt werden. Dieser Tatsache ist sich die Industrie bewusst und teilweise werden auch
schon Lösungen angeboten.
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sich die Beads-gekoppelten Antikörper in
Kombination mit einer geringen IL-2 Konzentration besser zur Stimulierung eignen würden,
wenn die T-Zellen 1-2 Tage nach Inkulturnahme und Aktivierung transduziert werden sollen,
da die Zellen ab Tag 0 anfingen zu proliferieren. Im Gegensatz dazu fiel die Zellzahl zunächst
ab und stieg erst wieder zwischen Tag 2 und 4, wenn mit Beads-gekoppelten Antikörpern in
Verbindung mit einer hohen IL-2 Konzentration oder löslichen Antikörpern stimuliert wurde
(Abbildung 4.4).
5.2 Der immunologische Phänotyp der expandierten und
transduzierten T-Zellen
Bezüglich des immunologischen Phänotyps wäre es sinnvoll, von Beginn an eine ausreichend
große Menge T-Zellen zu transduzieren und auf eine Expansion zu verzichten. Denn
innerhalb der ersten 5 Tage finden starke Veränderungen im Phänotyp statt. Zwar lassen sich
aus dem immunologischen Phänotyp lediglich theoretische Rückschlüsse auf die tatsächliche
Funktionalität ziehen. Aber aufgrund der Tatsache, dass es sehr schwierig ist, die
Funktionalität in vitro zu bestimmen, gilt es als allgemein anerkannt, sich entsprechender
Surrogatparameter zu bedienen. Neben der Bestimmung der T-Zellsubpopulationen werden
als Surrogatparameter die Untersuchung der Polyklonalität des T-Zellrezeptors (Coito, et al.
2004), die Zytokinausschüttung (Marktel, et al. 2003) und die Anwesenheit bzw. der Erhalt
antigenspezifischer T-Zellen (Sauce, et al. 2002) verwendet.
Unabhängig davon, ob in der vorliegenden Arbeit lösliche Antikörper oder Beads-gekoppelte
Antikörper zur Stimulierung der T-Zellen verwendet wurden, fand eine Verschiebung vom
naiven zum Gedächtniszellphänotyp statt. Außerdem befanden sich früh und spät aktivierte T-
Zellen in der Kultur, während die naiven Subpopulationen auf < 10% zusammenschrumpften.
Es wurden auch die Lymphozytensubpopulationen vor und nach Transduktion bestimmt. Da
zur Transduktion ein HSV-TK/CD34 Vektor verwendet wurde, konnten die transduzierten T-
Zellen über den Oberflächenmarker CD34 durchflusszytometrisch identifiziert werden; Nicht5 Diskussion 99
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transduzierte T-Zellen blieben CD34
-. Nach Transduktion befanden sich in der transduzierten
CD34
+ Population nur sehr wenige naive CD4
+CD45RA
+, aber mehr (nach Aktivierung mit
den löslichen Antikörpern) oder zumindest genauso viele (nach Aktivierung mit den Beads-
gekoppelten Antikörpern) CD8
+CD45RA
+CD28
+ Zellen.
Besonders auffällig war, dass die Stimulierung mit den löslichen Antikörpern dazu führte,
dass hauptsächlich CD8
+ T-Zellen transduziert wurden. Im Gegensatz dazu konnten die T-
Zellen, die mit den Beads-gekoppelten Antikörpern aktiviert wurden, hinsichtlich des T-
Helfer und des T-Suppressor Kompartiments homogen transduziert werden (Abbildungen
4.11 und 4.12). Die Aktivierung mit den löslichen Antikörpern regte offensichtlich die CD8
+
T-Zellen stärker zur Proliferation an als die CD4
+ T-Zellen. Dies ließ sich auch aus der
starken Reduzierung des CD4/CD8 Quotienten ableiten. Je stärker die Zellen proliferieren,
desto besser kann die retrovirale Genfähre in den Zellkern eindringen bzw. die
Wahrscheinlichkeit ist höher, dass das Virus in den Zellkern gelangt. Ähnlich verhält es sich
wahrscheinlich mit den naiven T-Zellen. Lamana et al. hatten schon früher gezeigt, dass
CD45RA
+CCR7
+ T-Zellen nur schwer zu transduzieren sind (Lamana, et al. 2004).
Zu den regulatorischen T-Zellen gehören die NKT-Zellen (CD3
+CD56
+) und T-regs
(CD4
+CD25
+). Die letzteren sind zwar durch die Expression von CD4 und CD25
charakterisiert, stellen aber nur eine Subgruppe der CD4
+CD25
+ T-Zellen dar. Diese
Subgruppe, die CD25 sehr hoch exprimiert (CD25
+bright), besitzt immunologische
Suppressoreigenschaften und wird deswegen auch als „Regulatorische T-Zellen“ (T-regs)
bezeichnet. In Mäusen konnte gezeigt werden, dass T-regs die Entwicklung von
Autoimmunkrankheiten unterbinden und damit einen vielversprechenden therapeutischen
Wert für Patienten in der Rheumatologie einnehmen könnten (Loser und Beissert 2006). Bei
der SZT scheinen die T-regs das Anwachsen des Transplantats zu fördern und gleichzeitig das
Risiko einer GVHD zu mindern (Hoffmann, et al. 2005, Tiberghien, et al. 1997). Die übrigen
CD4
+CD25
+ T-Zellen zeigen jedoch eher alloreaktive Eigenschaften und fördern die
Entwicklung einer GVHD. In einer gemischten Lymphozytenreaktion (MLR) exprimieren die
T-Zellen vermehrt CD25. Das Oberflächenmolekül CD25 ist die Į-Kette des IL-2 Rezeptors
und stellt damit auch einen Aktivierungsmarker dar. In einer klinischen Studie mit haploident-
transplantierten pädiatrischen Patienten konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass die
Depletion alloreaktiver T-Zellen mit einem CD25-spezifischen Immunotoxin das Auftreten
einer schweren GVHD verhindert (Andre-Schmutz, et al. 2002).100                                                                        5 Diskussion
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Entsprechend könnten die ex vivo expandierten und transduzierten T-Zellen ein
zweischneidiges Schwert darstellen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
sich bei Aktivierung mit den löslichen Antikörpern nach Transduktion nur noch wenige
CD4
+CD25
+ T-Zellen in der Kultur befanden. Im Gegensatz dazu war der prozentuale Anteil
der CD4
+CD25
+ Zellen sehr hoch, wenn mit den Beads-gekoppelten Antikörpern stimuliert
wurde. Der hohe Anteil könnte bezüglich der Induktion einer GVHD problematisch sein.
Zwar umfassen die CD25
+ T-Zellen beide Subpopulationen: Die T-regs, die vor einer GVHD
schützen sollen, und die alloreaktiven T-Zellen, die eine GVHD eher auslösen. Da die T-regs
CD25 jedoch hoch exprimieren und damit im Durchflusszytometer als eine extra Wolke
erscheinen, sind sie auch identifizierbar. Diese Wolke war in den entsprechenden Versuchen
nicht erkennbar, so dass von aktivierten T-Zellen ausgegangen werden muss. Diese Annahme
würde auch mit der Expression des CD25 Moleküls auf anderen Subpopulationen korrelieren
(doppeltpositive Zellen).
In den ersten klinischen Studien mit Suizidgen transduzierten T-Zellen wurde v.a. mit dem
löslichen Antikörper CD3 und IL-2 stimuliert, wobei die Inzidenz der GVHD deutlich
niedriger als erwartet war. Dieser Umstand könnte teilweise darauf zurückgeführt werden,
dass sich hauptsächlich Gedächtniszellen (Verschiebung von naiven zu Gedächtniszellen in
Kultur) und wenige alloreaktive T-Zellen (CD25
+) in der DLI befanden.
Neben den T-regs haben auch NKT-Zellen (CD3
+CD56
+) regulatorische Eigenschaften. Eine
Arbeitsgruppe aus den Vereinigten Staaten, Kalifornien zeigte mit verschiedenen Studien in
der Maus, dass NKT-Zellen das Risiko einer GVHD nach Knochenmarktransplantation
vermindern können (Lan, et al. 2003, Lan, et al. 2001, Zeng, et al. 1999). Die NKT-Zellen
induzieren durch die Ausschüttung von IL-4 eine Verschiebung zur Th2-Immunantwort. Die
Th1-Antwort wird unterdrückt und eine GVHD kann sich nicht entwickeln oder
aufrechterhalten werden. Einen ähnlichen Zusammenhang hat auch eine Arbeitsgruppe in
Frankreich gefunden. Die NKT-Zellen konnten in der Maus vor Autoimmunkrankheiten
schützen, wobei die Sekretion von IL-10 eine besondere Rolle spielte (Miellot, et al. 2005).
Der GVHD protektive Effekt konnte sogar bereits in einer klinischen Studie gezeigt werden.
Durch die Bestrahlung des lymphatischen Gewebes sollte die Zahl der zirkulierenden NKT-
Zellen im Patienten erhöht werden. In der Folge konnten sehr hohe IL-4 Spiegel gemessen
werden, die vermutlich auf die NKT-Zellen zurückzuführen waren. Von 37 Patienten5 Diskussion 101
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entwickelten nur 2 eine akute GVHD. Trotz der geringen GVHD Inzidenz erschien der GvL-
Effekt nicht reduziert (Lowsky, et al. 2005).
In der vorliegenden Arbeit konnten NKT-Zellen IL-2 abhängig expandiert werden. Diese IL-2
Abhängigkeit wurde auch schon früher von einer anderen Arbeitgruppen beobachtet
(Klingemann und Martinson 2004). Die induzierte Proliferation macht die NKT-Zellen leicht
zugänglich für den retroviralen Gentransfer. Nach Aktivierung mit den Beads-gekoppelten
Antikörpern befanden sich die NKT-Zellen sogar nur noch in der CD34
+ Population nach
Transduktion. Parallel konnte unter Expansion eine erhöhte IL-4 Sekretion beobachtet
werden, so dass es sich bei den CD3
+CD56
+ Zellen tatsächlich um regulatorische NKT-Zellen
handeln könnte. Andererseits konnten wir keine Verschiebung in der Ausschüttung von Th1-
zu Th2-Zytokinen feststellen.
5.3 Antigenspezifische T-Zellen und Zytokinausschüttung
Unabhängig davon, ob mit den löslichen oder den Beads-gekoppelten Antikörpern stimuliert
wurde, konnten die CMV-spezifischen CD3
+CD8
+ T-Zellen erhalten bleiben. Im Rahmen
einer allogenen Stammzelltransplantation ist es von großer Bedeutung, dass im Transplantat
oder in der DLI auch CMV-spezifische T-Zellen enthalten sind, wenn Spender oder
Empfänger CMV-seropositiv ist. Die antigenspezifischen T-Zellen können eine Reaktivierung
der viralen Erkrankung verhindern. Da die Patienten nach Transplantation nahezu vollständig
immunsupprimiert sind, stellt eine akute CMV-Infektion schon eine schwere Komplikation
dar.
Unter Stimulierung mit den löslichen Antikörpern expandierten in der vorliegenden Arbeit die
CMV-spezifischen T-Zellen am stärksten. Dieses Phänomen korrelierte auch mit der hohen
Expansionsrate der CD3
+ T-Zellen insgesamt (Abbildung 4.4). Außerdem bewirkten die
löslichen Antikörper eine stärkere Proliferation der CD8
+ Zellen, zu denen auch die
antigenspezifischen T-Zellen gehören. Die Anwesenheit der CMV-spezifischen T-Zellen sagt
jedoch nichts über deren Funktion aus. Da die T-Zellen, die mit den löslichen Antikörpern
aktiviert worden waren, die geringste Zytokinproduktion unter Expansion zeigten, ist es
fraglich, ob die Zellen überhaupt aktiv sind. Lediglich IFN-Ȗ wurde über 168 h ähnlich stark
sezerniert wie von den über Beads stimulierten T-Zellen. Es ist bekannt, dass eine hohe IL-2
Konzentration (die löslichen Antikörper wurden in Kombination mit 1000 U/ml IL-2102                                                                        5 Diskussion
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verwendet) eine starke IFN-Ȗ Produktion auslöst (Contassot, et al. 1998). Unbekannt ist
jedoch, welche Rolle IFN-Ȗ schließlich spielt. Einerseits ist IFN-Ȗ wichtig für die
Bekämpfung viraler Infektionen. Andererseits gibt es einen Zusammenhang zwischen der
IFN-Ȗ Ausschüttung aktivierter T-Zellen und Apoptose (Novelli, et al. 1994).
Als mit den Beads-gekoppelten Antikörpern stimuliert wurde, expandierten die CMV-
spezifischen T-Zellen nur wenig oder erholten sich innerhalb von 12 Tagen gerade auf die
Ausgangskonzentration. Die meisten Messungen der CMV-spezifischen T-Zellen wurden nur
über 12 statt über 14 Tage wie bei den übrigen Experimenten durchgeführt, da das
entsprechende Kit sehr teuer ist und nach Tag 12 keine gravierenden Änderungen mehr
aufgetreten waren. Die Expansion der CMV-spezifischen Zellen korrelierte auch mit der
Expansion der CD3
+ T-Zellen insgesamt. Gleichzeitig zeigen die T-Zellen, die über Beads
aktiviert wurden, eine starke Zytokinproduktion. Eine starke Zytokinproduktion spricht für
den Erhalt der Funktionalität der T-Zellen. Hinsichtlich der Funktionalität der
antigenspezifischen T-Zellen gegen CMV muss jedoch berücksichtigt werden, dass
antigenspezifische T-Zellen nur eine sehr kleine Subpopulation darstellen und damit auch nur
eine geringe Menge zur Zytokinausschüttung beitragen. Das heißt aus der
Zytokinausschüttung der gesamten T-Zellen lassen sich letztendlich kaum Rückschlüsse auf
die Funktionalität CMV-spezifischer T-Zellen ziehen.
Bezüglich der Expansion CMV-spezifischer T-Zellen wurde in einer Studie von Sauce et al.
Ähnliches beobachtet (Sauce, et al. 2003). Allerdings wurden transduzierte und selektierte T-
Zellen expandiert. Außerdem wurde ein anderes Medium mit löslichem CD3 mAb und 500
U/ml IL-2 verwendet. Die CMV-spezifischen T-Zellen nahmen wie in der vorliegenden
Studie zunächst ab und expandierten anschließend im gleichen Maß wie die T-Zellen, die in
dieser Arbeit mit löslichen CD3, CD28 mAb und 1000 U/ml IL-2 stimuliert wurden (ca.
40fach).
5.4 Die Funktionalität aktivierter und transduzierter T-Zellen
Trotz der Untersuchung der verschiedenen Surrogatparameter für die Beurteilung der
Funktionalität von T-Zellen, bleibt es schwierig, die Immunkompetenz einer
genmanipulierten DLI zu bestimmen.5 Diskussion 103
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Die Beads-gekoppelten Antikörper eignen sich wahrscheinlich besser als die löslichen
Antikörper zur Aktivierung der T-Zellen, um die Immunkompetenz zu erhalten. Die Beads als
zellgroße Kügelchen imitieren eine APC und stellen damit einen physiologischeren Stimulus
dar als lösliche Antikörper. Als über Beads stimuliert wurde, schütteten die T-Zellen viele
verschiedene Zytokine in großen Mengen aus. Außerdem konnte das CD4
+ und CD8
+
Kompartiment homogen transduziert werden. Ein physiologisches Verhältnis CD4/CD8 ist
sicherlich günstig, um in den immunsupprimierten Patienten eine Wirkung entfalten zu
können. Gleichzeitig bestehen die transduzierten Zellen jedoch zum größten Teil aus
Gedächtniszellen, und es ist fraglich, ob diese Zellen auf neue Antigene wie die auf
leukämischen Blasten reagieren können.
Um dieser Frage nachzugehen, müsste ein In-vitro-Test mit leukämischen Blasten und
Suizidgen transduzierten T-Zellen des passenden Spenders durchgeführt werden. Basierend
auf NK-Zellen und leukämischen Blasten wurde ein entsprechender Zytotoxizitätstest auch
schon entwickelt (Zimmermann, et al. 2005). Für T-Zellen erweist sich dieser Test jedoch aus
folgenden Gründen als problematisch:
o Die T-Zellen und leukämische Blasten müssen HLA-kompatibel sein, so dass nicht
lediglich eine unspezifische Toxizität gemessen wird. Hierbei erweist sich auch die
Verfügbarkeit von Patientenmaterial als problematisch – insbesondere bei Kindern
o Es müssen HLA-kompatible APCs in der Kultur vorhanden sein, damit Antigene
präsentiert werden können
o Wenn Monozyten als APCs verwendet werden, muss ein Zelllysat der Zielzellen in
der Kultur vorhanden sein, da Monozyten nur Fragmente präsentieren, selbst aber
keine Zellen lysieren können
o Die zytotoxische Aktivität der T-Zellen ist ein Prozess über mehrere Tage in der
Kultur, so dass ein Vergleich mit unstimulierten T-Zellen dahingehend problematisch
ist, dass unstimulierte T-Zellen nicht so lange in der Kultur überleben (es sei denn sie
werden erfolgreich über die Monozyten stimuliert)
Auch wenn in Zukunft ein solcher Zytotoxizitätstest für T-Zellen entwickelt wird, kann in
vitro immer nur ein Teil der physiologischen Verhältnisse abgebildet werden. Es wäre
zwingend notwendig, eine positive In-vitro/In-vivo-Korrelation nachzuweisen.104                                                                        5 Diskussion
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Alternativ zu einem In-vitro-Modell würde sich ein Tiermodell eignen, um die
Immunkompetenz der manipulierten T-Zellen zu untersuchen. Vor dem Hintergrund, dass in
einer klinischen Studie mit 14 CML Patienten nur 2 auf die Infusion Suizidgen transduzierter
Lymphozyten ansprachen und keiner der Behandelten eine GVHD entwickelte, ist es
interessant zu untersuchen, welche T-Zelldosis im Tiermodell benötigt wird, um eine GVHD
auszulösen. Tatsächlich wurde bereits gezeigt, dass 10x mehr genmanipulierte als frische T-
Zellen benötigt werden, um in der Maus eine 100% letale GVHD zu erzielen. Wenn die 12
Tage kultivierten T-Zellen jedoch noch zusätzlich 2 Tage in einem Medium mit nur 20 U/ml
IL-2 „zur Ruhe“ gebracht worden waren, konnte mit der gleichen Menge wie mit frisch
isolierten Lymphozyten in 100% der Mäuse eine letale GVHD induziert werden (Contassot,
et al. 1998).
Auch in einem anderen Labor wurde in der Maus gezeigt, dass aktivierten T-Zellen die
Reaktivität, eine GVHD auszulösen, verloren geht. Gleichzeitig blieb die Fähigkeit, das
Anwachsen des Transplantats zu unterstützen, erhalten (Drobyski, et al. 1998).
Da in der letzt genannten Studie die T-Zellen lediglich expandiert, jedoch nicht
genmanipuliert wurden, scheint wirklich nur die Aktivierung, nicht aber die Transduktion und
die immunomagnetische Selektion für den Verlust der Immunkompetenz verantwortlich zu
sein. Hinweise auf diesen Zusammenhang gab es bereits aus anderen Studien (Contassot, et
al. 1998, Ferrand, et al. 2000, Liebowitz, et al. 1998, Sauce, et al. 2002, Weijtens, et al.
2002). Entsprechend wurde an der Optimierung der Aktivierungsprotokolle gearbeitet. In
beiden o.g. Studien von Contassot et al. und Drobyski et al. wurde zur Aktivierung der T-
Zellen nur CD3 mAb und IL-2 eingesetzt. Die Erweiterung des Aktivierungsprotokolls um
die Co-Stimulierung über CD28 konnte in der Maus bereits zu einer verbesserten
Alloreaktivität führen (van Rijn, et al. 2003). Wenn zusätzlich noch die Kulturzeit auf 5-8
Tage verkürzt würde, könnte die Immunkompetenz der T-Zellen in der Suizidgenstratgie sehr
wahrscheinlich signifikant verbessert werden (Robinet, et al. 2005).
Durch die vorliegende Arbeit wird die Annahme unterstützt, dass die Aktivierung der T-
Zellen die entscheidende Rolle in Bezug auf die Immunkompetenz der T-Zellen spielt. Eine
Co-Stimulierung über CD28 ist schon allein wichtig, um den AICD zu reduzieren. Darüber
hinaus scheint es von Vorteil zu sein, zusätzlich über CD2 zu stimulieren, da hierdurch eine
sehr viele höhere Zytokinproduktion erzielt werden konnte. Die Ausschüttung von Zytokinen
kann als Hinweis auf eine ungestörte Funktionalität gedeutet werden.5 Diskussion 105
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Die Veränderungen des immunologischen Phänotyps der T-Zellen finden innerhalb der ersten
5 Tage statt, so dass trotz einer kurzen Kulturzeit von 5-8 Tagen eine Verschiebung von
naiven Zellen zu Gedächtniszellen stattfinden würde. Dennoch ist es mit Hinblick auf die
interindividuellen Unterschiede, ob sich die T-Zellen des Spenders ex vivo expandieren
lassen, sicherlich von Vorteil, die Expansionszeit kurz zu halten und präferentiell ausreichend
T-Zellen von Beginn an zu tranduzieren.
Abschließend soll noch erwähnt werden, dass es auch Studien gibt, in denen die ex vivo
Stimulierung der T-Zellen über Beads-gekoppelte Antikörper gerade dazu verwendet wird,
eine DLI wirksamer zu gestalten. Das zugrunde liegende Prinzip soll darin liegen, dass die T-
Zellen durch die Aktivierung (mit IL-2 oder auch zusätzlich mit Beads-gekoppelten
Antikörpern) vor einer Anergie im Patienten geschützt werden (Slavin, et al. 1996). Diese im
Patienten induzierte Anergie soll dafür verantwortlich sein, dass die DLI in anderen
Erkrankungen als CML weniger wirksam ist. Bei akuten Leukämien waren die Erfolge bisher
eher dürftig, während bei CML-Patienten Remissionsraten bis zu 70% erzielt werden konnten
(Kantarjian, et al. 2000).
Außerdem soll durch die Aktivierung die T-Helferzellfunktion (CD4
+ T-Zellen) verbessert
und damit der GvL-Effekt erhöht werden. Tatsächlich ließen sich in einer Studie durch die
Infusion von über 12 Tagen ex vivo stimulierten Lymphozyten Erfolge demonstrieren.
(Porter, et al. 2005). Jedoch erhielten die Patienten simultan auch eine konventionelle DLI, so
dass deren Effekte schwer voneinander zu trennen waren. Hier besteht sicherlich noch
Forschungsbedarf.
Sinnvoll erscheint die Aktivierung und Expansion von T-Zellen für eine autologe DLI, wenn
aus dem Patienten nicht genügend Zellen gewonnen werden können. In einer klinischen
Studie mit Patienten, die an einem Non-Hodgkin-Lymphom erkrankt waren, konnten die
autologen T-Zellen zwar ohne Kontamination maligner Zellen expandiert werden. Ein
klinischer Vorteil der Infusion aktivierter T-Zellen konnte aber nicht gezeigt werden (Laport,
et al. 2003).106
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6. Ausblick
Die zelluläre Immuntherapie ist ein wachsendes Forschungsgebiet in der Onkologie. In den
Siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts wurde bekannt, dass seltene Krebserkrankungen wie
z.B. das Kaposi-Sarkom vermehrt bei Patienten mit Immunerkrankungen auftreten. Später
zeigte sich zwar, dass die meisten malignen Erkrankungen einen viralen Ursprung hatten; das
Kaposi-Sarkom kann als Folge einer Herpeserkrankung (HSV-8) auftreten (List, et al. 1987).
Aber die Idee, das menschliche Immunsystem im Kampf gegen den Krebs einzubinden, war
geboren. Es wurden einzelne Zellpopulationen identifiziert und isoliert, die einen
entscheidenden Beitrag zum Antitumor-Effekt des Immunsystems beitragen. Von besonderer
Bedeutung sind die NK- und T-Zellen sowie die dendritischen Zellen. Ein Meilenstein für die
zelluläre Immuntherapie ist die Einführung der Donor-Lymphozyten-Infusionen. Die
Bedeutung des GvL-Effekts konnte eindrucksvoll an Patienten, die nach
Stammzelltransplantation einen Rückfall erlitten, gezeigt werden (Kolb, et al. 1990). In CML
Patienten konnten Remissionsraten bis zu 70% erzielt werden. Schnell stellte sich jedoch
heraus, dass die Wirksamkeit bei anderen Erkrankungen, insbesondere bei akuten Leukämien,
viel geringer ist. Außerdem ist die Nebenwirkung GVHD stark dosislimitierend.
Entsprechend wurde die DLI mit der Suizidstrategie kombiniert und gleichzeitig wird auch
am Einsatz anderer Zellpopulationen geforscht. Hierbei spielen NK-Zellen eine besondere
Rolle. Sie erkennen hauptsächlich hämatopoetische Zellen des Empfängers und unterstützen
das Anwachsen des Transplantats wahrscheinlich ohne eine GVHD auszulösen (Passweg, et
al. 2005). In jüngster Zeit sind auch die dendritischen Zellen Gegenstand der Forschung, um
die Immunantwort im Patienten zu verbessern (Aloysius, et al. 2006).
Es hat sich jedoch als problematisch herausgestellt, die Funktion der Zellen auch in der
Zellkultur aufrechtzuerhalten. Zu komplex erscheint das physiologische Wechselspiel
zwischen Zellen und Botenstoffen im Körper, um es in der Zellkultur nachzuahmen. Dies gilt
auch für die genetisch veränderten T-Zellen in der Suizidstrategie. Um die zelluläre
Immuntherapie effizienter einsetzen zu können, müssen die biologischen Zusammenhänge
noch besser verstanden und auch ex vivo umgesetzt werden. Für die klinische Suizidstrategie
gilt, die ex vivo Zellkulturbedingen zu optimieren – wie in der vorliegenden Arbeit schon in
vitro geschehen. Auf Beads gekoppelte Antikörper zur Aktivierung der T-Zellen sind den
herkömmlichen Protokollen überlegen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Beads der
Firma Miltenyi getestet, doch auf dem Markt wird noch ein anderes Produkt angeboten108                                                                                                          6 Ausblick
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(Dynabeads ClinExVivo CD3/CD28 von Invitrogen). Diese magnetischen Beads tragen die
Antikörper kovalent gebunden auf der Oberfläche. Dadurch können die T-Zellen simultan zur
Aktivierung immunomagnetisch isoliert werden. Der Vorteil der Beads gekoppelten
Antikörper gegenüber löslichen Antikörpern, wie in der vorliegenden Arbeit herausgearbeitet,
beruht wahrscheinlich auf der Imitation einer APC. Entsprechend müssten die Beads der
verschiedenen Firmen ähnliche Eigenschaften aufweisen und austauschbar sein. Das heißt in
Zukunft könnte eventuell auch auf die Dynabeads umgestiegen werden, um die Generierung
genmanipulierter Zellen zu vereinfachen.
Ein anderer Forschungsbereich ist die Vektorforschung für den Gentransfer. In allen
klinischen Studien mit Suizidgen transduzierten T-Zellen wurden retrovirale Genfähren
verwendet. Alternativ können auch lentivirale Vektoren genutzt werden (Thomas, et al.
2003). Der lentivirale Infektionsmechanismus bietet den Vorteil, dass sich die Zielzellen nicht
teilen müssen, damit das therapeutische Gen in die DNA integriert werden kann. Das Virus
besitzt einen aktiven Transportmechanismus, mit der es die Zellkernmembran überwinden
kann (Bukrinsky, et al. 1992). Auf die Aktivierung der T-Zellen kann dennoch nicht ganz
verzichtet werden. Da die Aktivierung aber keine starke Proliferation induzieren muss,
sondern die T-Zellen nur in die G1-Phase bringen, ist der Einfluss auf Immunkompetenz
wahrscheinlich geringer (Cavalieri, et al. 2003). Ob lentivirale Vektoren zukünftig retrovirale
Genfähren ersetzen, ist offen. Gleichzeitig bestehen sehr große Sicherheitsbedenken, da sich
die Vektoren vom humanen Immundefizienzvirus (HIV) ableiten. Es wäre ein medizinischer
GAU, wenn sich bei einer Gentherapie im Menschen ein neues Immundefizienzvirus bilden
würde. Unabhängig davon ist noch lange nicht geklärt, ob die ex vivo Kulturbedingungen für
T-Zellen im Rahmen lentiviraler Transduktionen den Bedingungen für retrovirale
Transduktionen überlegen sind.7 Zusammenfassung                                                                                                                109
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7. Zusammenfassung
Für pädiatrische Patienten mit Hochrisikoleukämien ist die Donor-Lymphozyten-Infusion
(DLI) eine etablierte Therapieform, um nach Stammzelltransplantation die
Immunrekonstitution zu verbessern oder ein beginnendes Rezidiv abzuwehren. Als
schwerwiegende Nebenwirkung kann jedoch eine „Graft-versus-host“-Krankeit (graft-versus-
host disease; GVHD) auftreten, bei der die T-Zellen gesundes Gewebe angreifen. In ersten
klinischen Studien mit veränderten, Suizidgen tragenden Donor-Lymphozyten konnte durch
die rechtzeitige Gabe eines Suizidinduktors die GVHD unterbunden werden. Die genetische
Manipulation der T-Zellen führte jedoch zu einem Funktionsverlust, der vermutlich auf die
zur Transduktion notwendige Aktivierung zurückzuführen ist.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Aktivierungsprotokolle mit Beads-
gekoppelten oder löslichen Antikörpern hinsichtlich der Expansionsrate und dem Einfluss auf
die Funktionalität der T-Zellen näher untersucht. Dazu wurden primäre humane T-Zellen im
klinischen oder im Labormaßstab immunomagnetisch über eine CD3 sowie CD4/CD8
Selektion oder mittels der RosetteSep-Prozedur auf > 96% angereichert und anschließend
expandiert. Die Transduktion erfolgte an den Tagen 3 und 4 mit einem „GMP-grade“
CD34/HSV-TK Vektor. Zur Aktivierung wurden zum einen lösliche CD3/CD28 Antikörper
und zum anderen zellgroße Kügelchen - sogenannte Beads – verwendet. Die Beads wurden
mit CD3/CD28 Antikörper und fakultativ mit CD2 beladen. Die beladenen Beads imitieren in
der Zellkultur eine Antigen präsentierende Zelle (antigen presenting cell; APC) und sollten
damit eine möglichst physiologische Situation schaffen. Außerdem wurden unterschiedliche
IL-2 Konzentrationen zugesetzt (20-1000 U/ml), um einen potentiellen IL-2 Effekt auf die T-
Zellen zu untersuchen.
Die Aktivierung mit den löslichen Antikörpern führte zu einer IL-2 abhängigen Proliferation
der T-Zellen über 14 Tage mit maximaler Expansionsrate (47fach) bei 1000 U/ml IL-2. Die
Expansion mit Beads-gekoppelten Antikörpern war ebenfalls IL-2 abhängig, beschränkte sich
jedoch auf die erste Woche und erreichte eine maximale Expansionsrate von 3-4. In der
zweiten Woche fiel die Zellzahl ab. Der Einsatz des CD2 Antikörpers bewirkte einen
zusätzlichen Proliferationsreiz. Zusammenfassend sind für eine starke Expansion der T-Zellen
eine hohe IL-2 Konzentration, aber auch die löslichen Antikörper per se verantwortlich.
Gleichzeitig konnte demonstriert werden, dass es große individuelle Unterschiede in der T-110        7 Zusammenfassung
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Zellexpansion verschiedener Spender gibt. Außerdem zeigte sich, dass die Expansion in
Zellkulturflaschen der Stimulierung in Beuteln überlegen ist.
Der Einfluss der Aktivierung auf die Veränderung der T-Zellsubpopulationen wurde mit Hilfe
von multiparametrischen Analysen am Durchflusszytometer untersucht. Hohe IL-2
Konzentrationen (100 und 1000 U/ml) sowie die Verwendung löslicher Antikörper führten zu
einer starken Zunahme der CD8
+ T-Zellen. Der CD4/CD8 Quotient blieb lediglich unter
Stimulierung mit den Beads-gekoppelten Antikörpern in Verbindung mit 20 U/ml IL-2
konstant. Mit allen Aktivierungsprotokollen ergab sich für den immunologischen Phänotyp
eine Verschiebung vom naiven zum Gedächtniszelltyp. Die Proliferation CMV-spezifischer
T-Zellen konnte mit allen Aktivierungsprotokollen erreicht werden und korrelierte mit der
Expansionsrate der gesamten CD3
+ T-Zellen. Die Zytokinausschüttung war verringert bei den
T-Zellen, die mit den löslichen Antikörpern stimuliert wurden. Eine verminderte
Zytokinproduktion könnte auf einen Verlust der Funktionalität der T-Zellen hindeuten.
Von besonderer Bedeutung ist, dass die Stimulierung über Beads-gekoppelte Antikörper zu
einer gleichmäßigen Transduktion von CD4
+ und CD8
+ T-Zellen führte. Im Gegensatz dazu
hatte die Aktivierung mit löslichen Antikörpern zur Folge, dass hauptsächlich CD8
+ T-Zellen
transduziert wurden. Für eine kompetente Immunantwort im Rahmen einer DLI erscheint
jedoch eine physiologische Zusammensetzung der CD4
+ und CD8
+ T-Zellen äußerst wichtig.
Residuale Stammzellen könnten potentiell co-transduziert werden. Um diese Gefahr
abschätzen zu können, wurden ficollisierte PBSC analog der T-Zellen expandiert. Unter allen
T-Zellaktivierungsprotokollen blieben die CD34
+ Stammzellen in den ersten Tagen der Kultur
vital und durchflusszytometrisch nachweisbar. Die Stammzellen expandierten sogar
geringfügig und waren damit potentiell transduzierbar  - mit der Gefahr einer klonalen
Entartung durch Insertionsmutagenese. Dies deutet auf die Wichtigkeit einer T-Zellselektion
zur Manipulation von DLI hin, um residuale Stammzellen zu entfernen.
Die Suizidstrategie ist eine vielversprechende Möglichkeit zur Kontrolle der GVHD im
Rahmen einer DLI. Voraussetzung ist aber, dass die infundierten Zellen auch immunologisch
kompetent bleiben und einen GvL-Effekt bewirken. Die Aktivierung mit Beads-gekoppelten
Antikörpern scheint zum Erhalt der Immunkompetenz den löslichen Antikörpern überlegen zu
sein. Die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit müssten jedoch in einem Mausmodell
überprüft werden, um die Möglichkeit eines klinischen Einsatzes abzuschätzen.                                                                                                                                                  111
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Retrovirale Vektoren
CD34/HSV-TK Fusionsvektor (Junker, et al. 2003)
CD34/HSV-TK Fusionsvektor (Fehse, et al. 2002)
 Sap I  896
 Xho I  654
 1
 Nde I  3117
 Not I  4434
 SA  4423
 Bgl II  4062
 SD  3963
 Sap I  896
 Stu I  5121
 Bam HI  5218
 Mlu I  5416
 Nru I  5680
 Bsp EI  6014
 Hin dIII  6523
U3 (MPSV)
(SFFV) R
(SFFV) U5
col E1
bla
U3 (MPSV,del. 5´end)
R (SFFV)
U5 (SFFV)
tCD34/scTK-fusion
MP71-T34FT
6523 bp
3´-LTR
5´-LTR125
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